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1 Avant-propos 
 
Le cancer est une pathologie caractérisée par une cascade d’altérations moléculaires 
provoquant une division cellulaire incontrôlée par l’organisme. On parle de tumeur lorsque 
la masse cellulaire engendrée devient cliniquement observable. Ces tumeurs peuvent 
demeurer localisées dans leur organe d’origine (in situ), ou bien devenir invasives et 
disséminer vers des tissus distants pour former de nouvelles tumeurs appelées métastases. 
Dans les deux cas, le cancer peut entraîner des dysfonctionnements sévères des organes 
atteints et est une des causes de mortalité principale dans le monde, particulièrement dans 
les pays développés (Torre et al., 2015).     
Dans les années 90, Olshansky publiait dans Science que, malgré l’amélioration de l’espérance 
de vie, celle-ci ne dépasserait jamais 85 ans à moins que ne soient découverts des 
traitements majeurs pour les maladies cardiovasculaires, le diabète, les maladies 
dégénératives et le cancer (Olshansky et al., 1990). Or, le nombre de personnes survivant au 
diagnostic d’un cancer ne cesse de croître, particulièrement dans les tranches d’âge les plus 
élevées (75 ans et plus) (Bluethmann et al., 2016). Une étude réalisée sur plus de 60 pays a 
établi que le taux de mortalité, tous cancers confondus, a diminué de 1,2% par an pour les 
hommes et de 0,8% par an pour les femmes entre 2000 et 2010 (Hashim et al., 2016). Ces 
améliorations ont été possibles grâce à des progrès considérables sur deux tableaux : 
 En clinique : 
o Les méthodes de diagnostic se sont améliorées, notamment l’imagerie 
médicale et la caractérisation moléculaire, ce qui permet de détecter plus 
précocement les cas de cancer de manière non invasive et d’améliorer les 
décisions médicales (Menge and Pellacani, 2016, Bleyer et al., 2016, Hyun et 
al., 2015).    
o La comorbidité induite par les thérapies anti-cancéreuses ou dues à l’état de 
santé des patients est mieux prise en charge par les cliniciens (Johnston et al., 
2016). 
o Le bien être des patients est un paramètre de mieux en mieux pris en compte 
dans les décisions thérapeutiques (Spano et al., 2015), ce qui en soi n’a que 
peu d’impact sur la survie mais constitue une véritable amélioration. 
 En recherche :  
o L’essor de la coopération internationale en matière de recherche médicale.   
o Les outils à disposition des chercheurs se sont diversifiés. Les ARN 
interférents (Hannon, 2002), le séquençage à haut débit (Shendure and Ji, 
2008), les approches -omics (Sun and Hu, 2016) et le genome editing 
(Lombardo and Naldini, 2014) sont, avec beaucoup d’autres, des innovations 
importantes qui ont totalement modifié les approches expérimentales en 
cancérologie. 
L’objectif de ma thèse a été d’enrichir notre connaissance de la pathologie cancéreuse pour 
proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques et, in fine, améliorer le traitement de cette 
maladie. Je vais dans un premier temps développer le contexte qui m’a amené à proposer la 
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Thrombospondine-1 comme nouvelle cible dans les cancers du sein agressifs. Et dans un 
deuxième temps décrire et discuter les résultats obtenus au cours de ma thèse. 
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3 Résumé 
 
Les tumeurs sécrètent un grand nombre de facteurs pro et anti-angiogéniques conduisant à 
la formation d’un réseau vasculaire venant soutenir leur croissance. Depuis 2004, les 
inhibiteurs de l’angiogenèse sont utilisés dans les traitements de plusieurs types de cancers 
avancés. Cependant, ces traitements ont échoué à augmenter la survie dans les cancers du 
sein métastatiques. Notamment à cause de l’apparition de résistances et d’un risque 
potentiel d’augmentation de l’invasivité tumorale et d’échappement métastatique.  
Dans ce contexte, je me suis intéressé au rôle des anti-angiogéniques endogènes lorsqu'ils 
sont surexprimés par la tumeur. La thrombospondine-1 (TSP1), anti-angiogénique endogène 
majeur et activateur du TGFβ-latent, est réprimée lors des stades précoces de 
tumorigenèse, mais est fortement exprimée et corrélée avec l'agressivité et une réduction 
de la survie dans les stades tardifs de cancers du sein. J'ai démontré que l'expression de la 
TSP1 dans ces stades est un puissant promoteur de la dissémination métastatique. De plus, 
l'augmentation de l'expression de la TSP1 au cours de la progression tumorale résulte d'une 
boucle d'auto-amplification entre le TGFβ et l'hypoxie, augmentant conjointement 
l'expression de la TSP1.  
Pour caractériser les mécanismes moléculaires impliqués dans ce rôle pro-métastatique de la 
TSP1 et déterminer si son effet pro-métastatique est dépendant de sa capacité à activer le 
TGFβ et/ou de son activité anti-angiogénique, j'ai généré des lignées tumorales mammaires 
métastatiques invalidées pour des fonctions précises de la TSP1 en utilisant des techniques 
de genome editing. 
L'invalidation de la séquence de la TSP1 qui permet l'activation du TGFβ-latent inhibe la 
transition épithélio-mésenchymateuse, la migration et l'extravasation des cellules tumorales. 
De plus, cette inactivation restaure la réponse immunitaire de l'hôte, inhibant fortement la 
croissance tumorale. Cependant, de façon remarquable, ces tumeurs métastasent chez des 
souris immunodéficientes. 
A l'inverse, l'invalidation du site de liaison de la TSP1 à son récepteur CD36 abolit son 
activité antiangiogénique sans affecter la capacité de migration ou d'extravasation des cellules 
tumorales. Les tumeurs se développant à partir de ces cellules sont fortement vascularisées, 
mieux perfusées, peu hypoxiques et ne forment pas de métastases spontanées.  
Nos résultats montrent donc que l'hypoxie induite par la TSP1 est le déclencheur critique de 
la dissémination métastatique et nous proposons le ciblage de la TSP1 comme nouvelle 
stratégie thérapeutique « anti-anti-angiogénique » pour inhiber la TEM, normaliser la 
vascularisation tumorale à long terme, augmenter la perfusion des chimiothérapies et surtout 
diminuer la dissémination métastatique. 
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4 Abstract 
 
Tumors secret pro and anti-angiogenic factors leading to the formation of a vascular 
network which fosters tumor growth. Since 2004, inhibitors of angiogenesis were used in 
the treatment of several types of advanced cancers. However, these treatments failed to 
increase patient survival in metastatic breast cancers. Particularly because of the 
development of resistances and a potential risk of increased tumor invasiveness and 
metastasis.   
In this context, I focused my work on the role of endogenous anti-angiogenic factors when 
they are overexpressed by the tumor. Thrombospondin-1 (TSP1), a potent endogenous anti-
angiogenic factor and activator of latent-TGFβ, is repressed in the early steps of 
tumorigenesis, but is strongly expressed and correlated with aggressiveness and decrease in 
survival of late stage breast cancers. I have demonstrated that TSP1 expression is a potent 
driver of metastasis at this stage. Furthermore, both TGFβ and hypoxia increase TSP1 
expression during tumor progression in a self-amplifying positive-feedback loop. 
To characterize the molecular mechanisms involved in this pro-metastatic role of TSP1 and 
exanimate if a dissociation between the anti-angiogenic and pro-metastatic effects of TSP1 
exists, I used genome editing techniques to generate breast cancer metastatic cell lines 
knock-out for specific functions of TSP1. 
Knocking-down the TGFβ activating sequence in TSP1 gene inhibited EMT, migration, 
extravasation. Furthermore, this restored the immune response of the host, strongly 
inhibiting tumor growth. However, in immune-compromised mice, these tumors developed 
and metastasized efficiently.  
In sharp contrast, knocking-down TSP1 antiangiogenic activity by mutating its CD36 binding 
site, without impairing ability of tumor cells to migrate and extravasate. Tumors raised from 
those cells were highly vascularized, well perfused, less hypoxic and haven’t led to metastasis 
formation.  
Our results place TSP1-dependent hypoxia as a primal trigger of metastasis and we thus 
propose silencing TSP1 as an "anti-anti-angiogenic" therapeutic modality that inhibits EMT, 
enhances and normalizes the tumor vasculature in the long term, improves the efficacy of 
chemotherapy, and most importantly robustly impairs metastatic dissemination. 
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5 Liste des abréviations 
 
Acronyme Définition 
3’UTR Région 3’ non traduite 
AKT Protein kinase B  
ALK Anaplastic lymphoma kinase 
Ang1 Angiopoiétine 1 
ARE Eléments riches en AU  
ATM Ataxia telangiectasia mutated 
AUF1 Protéine de liaison aux ARE 1  
BMP  Bone morphogenetic protein 
BRAF V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 
BRCA1  Breast cancer 1 
CAA Adipocytes associés à la tumeur  
CAF Fibroblastes associés au cancer 
CAM Membrane chorioallantoïde du poulet  
CD36 Cluster of differentiation 36 
CD47 Cluster of differentiation 47 
CDK Cyclines dépendantes des kinases  
c-Met  Récepteur au HGF 
CSC Cellule souche cancéreuse 
CTC Cellule tumorale circulante 
CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 
EC Cellule endothéliale 
EGF Epidermal growth factor 
EGFR Récepteur à l'EGF 
EMT Epithelial to mesenchymal transition 
ER Récepteur aux œstrogènes  
ERRα Récepteur associé aux œstrogènes α  
FGF Fibroblast growth factor 
FGFR Récepteur au FGF 
FISH Hybridation in situ en fluorescence  
FLT3 Fms-like tyrosine kinase 3 
FN1 Fibronectin 
FOXC2 Forkhead box protein C2 
HER2  Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 
HGF  Hepatocyte growth factor 
HIF-1/2α Hypoxia-inducible factor 1/2-alpha 
HRE Hypoxia responsive elements 
HUVEC Cellules humaines endothéliales de veine ombilicale 
IAP Integrin-associated protein 
IGF Insulin-like growth factor-1 
IHC Immunohistochimie 
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IL Interleukin 
JNK c-Jun N-terminal kinase 
LAP Peptide associé à la latence  
LLC Complexe de latence large  
LOH Perte d'hétérozygotie 
LT Lymphocyte T 
LTBP Protéine de liaison au LTGFβ  
LTGFβ TGFβ-latent  
Lyve-1  Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 
MEC Matrice extracellulaire 
miR micro-ARN  
MMP Matrix metalloproteinase 
MMTV-PyMT Mouse mammary tumor virus -  polyoma virus middle T-antigen 
mTOR mammalian target of rapamycin 
NFκB Nuclear factor-kappa B 
NO Monoxyde d’azote  
OS Survie Globale 
PARP Poly (ADP-ribose) polymerase 
PD1 Programmed cell death 1 
PDGF Platelet-derived growth factor 
PDGFR Récepteur au PDGF 
PD-L1  Programmed death-ligand 1 
PECAM1 
(CD31) Platelet endothelial cell adhesion molecule 
PFS Survie sans progression  
PG Proteoglycan 
P-GP Glycoprotéine-P  
PI3K phosphatidylinositol 3-kisases  
PR Récepteur à la Progestérone 
PRMT-6 Protein arginine N-methyltransferase 6 
PTEN Phosphatase and tensin homolog 
RBP Protéine de liaison aux ARNm  
RTK Récepteur à activité tyrosine kinase  
STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 
TAM Macrophages associés à la tumeur 
TEM Transition épithélio-mésenchymateuse 
TGFβ Transforming growth factor beta 
TNBC Cancers du sein triple négatifs  
TNFR  The tumor necrosis factor receptor 
TRAIL-R Tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand-receptor 
Treg Lymphocyte T régulateur 
TSP1 Thrombospondine-1 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
VEGF-R Récepteur au VEGF 
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VSMC Cellule musculaire lisse vasculaire 
VWF Von Wilbraun Factor  
ZEB1/2 Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1/2 
α-SMA Alpha-smooth muscle actin 
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6 Comprendre le cancer pour mieux le traiter 
 
6.1 La complexité des cancers  
 
Dès 1986, Spandidos proposait un modèle liant de nombreuses observations empiriques 
pour décrire la carcinogenèse (Spandidos, 1986). Celle-ci serait divisée en trois étapes 
distinctes que sont :  
 L’initiation : une cellule normale acquiert sous l’effet de facteurs carcinogènes une ou 
plusieurs mutations qui lui confèrent un avantage prolifératif ou de survie. Cela via la 
dérégulation de facteurs oncogéniques et anti-oncogéniques induisant l’indépendance 
aux facteurs de croissance pour proliférer et/ou une diminution de l’entrée en 
apoptose de ces cellules. 
 La promotion : Les cellules ainsi immortalisées continuent de se diviser. Cette phase 
est caractérisée par une grande instabilité génétique facilitant l’acquisition de 
nouvelles mutations. 
 La progression : Un clone issu du clone de départ devient majoritaire et se développe 
pour former une tumeur.   
Ce modèle de carcinogenèse en plusieurs étapes, largement admis, résume le cancer à une 
simple accumulation séquentielle de mutations. Dès lors, la connaissance des gènes les plus 
souvent mutés et leur ordre d’apparition nous donneraient le scenario du développement 
tumoral. Cela a été caractérisé pour certains cancers, comme par exemple le cancer 
colorectal (Paschos et al., 2014) et le cancer du pancréas (Hruban et al., 2008). Cependant, 
chaque cellule tumorale dispose de mutations et d’un phénotype qui lui est propre. Toute la 
complexité de la pathologie cancéreuse vient de la difficulté à relier un profil de mutation 
donné à un phénotype tumoral, amenant à reconsidérer l’intérêt des approches de 
séquençage de génome tumoraux (Heng, 2007). De plus, un grand travail est nécessaire pour 
différencier le grand nombre de mutations dites passagères, présentes mais ne participant 
pas au phénotype tumoral, des mutations réellement promotrices de la tumorigenèse, ce qui 
complexifie cette tâche (Davies et al., 2005). Cependant, les progrès technologiques, dont le 
développement massif de la bio-informatique, permettent de réduire petit à petit l’écart 
entre la génomique des tumeurs et la clinique (Chin et al., 2011). Récemment, Nik-Zainal et 
al ont publié le séquençage du génome entier de 560 cancers du sein (Nik-Zainal et al., 
2016). Ils ont montré que toutes les tumeurs ont au moins une mutation connue et 
qu’aujourd’hui, pratiquement tous les gènes susceptibles d’être mutés dans ce cancer ont été 
étudiés par la communauté scientifique. De plus, l’impact des mutations retrouvées dans les 
régions non codantes du génome semblerait être minoritaire dans le développement 
tumoral.  
Conceptuellement, connaître les mutations qui engendrent un cancer est essentiel mais 
revient à ne regarder qu’une petite partie de l’historique d’un cancer donné. En effet, de plus 
en plus de travaux montrent que des dérégulations importantes interviennent au niveau 
épigénétique dans les cancer (Varley et al., 2009, You and Jones, 2012).  
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Finalement, tant qu’il n’existera pas d’approche capable de « réparer » le génome/épigénome 
tumoral, les efforts de recherche doivent surtout se focaliser sur l’impact fonctionnel de ces 
mutations et dérégulations pour réellement comprendre la pathologie cancéreuse, identifier 
précocement les tumeurs à haut risques des indolentes et proposer des thérapies adaptées.    
 
6.1.1 Caractéristiques des cellules tumorales 
 
La compréhension de la biologie des cellules tumorales apparaît donc essentielle pour 
développer de nouvelles thérapies. Dans ce but, les caractéristiques permettant aux cellules 
tumorales de faciliter la croissance de la tumeur et la dissémination métastatique ont été 
classifiées. Initialement six caractéristiques dirigeant la transformation d'une cellule normale 
en  une cellule maligne ont été listées (Hanahan and Weinberg, 2000) : l’évasion apoptotique, 
l’autosuffisance en facteurs de croissance, l’insensibilité aux suppresseurs de croissance, un 
pouvoir réplicatif illimité, l’induction d’une angiogenèse tumorale, qui est la formation de 
nouveaux vaisseaux sanguins venant soutenir la croissance de la tumeur en apportant 
oxygène et nutriments, et enfin l’activation de l’invasion et de la dissémination métastatique. 
Plus récemment, quatre nouvelles caractéristiques ont émergé (Hanahan and Weinberg, 
2011) : la dérégulation du métabolisme cellulaire, l’évasion immunitaire, l’instabilité 
génomique et l’inflammation tumorale.  
En résumé, la cellule cancéreuse voit la quasi-totalité de ses fonctions cellulaires dérégulées 
de façon à promouvoir son développement. Il est évident que la liste actuelle des 
caractéristiques tumorales est encore incomplète pour clairement décrire le cancer. Par 
exemple, la capacité à maintenir une population de cellules souches cancéreuses (CSC), 
hautement résistantes aux traitements, est de plus en plus décrite comme étant une 
caractéristique essentielle de la progression tumorale à la vue de la littérature croissante 
décrivant ce phénomène (Nguyen et al., 2012).  
Très souvent les travaux scientifiques se focalisent sur un facteur pro/anti-tumoral impliqué 
dans quelques-unes des onze caractéristiques sus-citées. Lors du développement de 
nouvelles stratégies anti-tumorales, et notamment dans le cas des thérapies ciblées, il est 
donc nécessaire de garder en mémoire la complexité de la cellule tumorale comme sa 
capacité infinie à adapter ses différentes fonctions.    
 
6.1.2 Hétérogénéité, capacité d’adaptation et résistance aux traitements 
 
Le problème majeur des thérapies anti-tumorales est l’apparition rapide de résistances aux 
traitements conduisant le plus souvent à une rechute de la maladie. On parle de résistance 
intrinsèque (pré-traitement) ou acquise (conjointe et/ou post-traitement). Cette résistance 
peut passer par de nombreux mécanismes cellulaires tels que l’inactivation des drogues, 
l’altération de la cible, la mise en place de système d’efflux, la résistance aux dommages à 
l’ADN, l’activation de la transition épithélio-mésenchymateuse ou n’importe quelle 
combinaison de ces mécanismes (Housman et al., 2014). 
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De plus, il est démontré que les tumeurs sont hautement hétérogènes et sont constituées de 
plusieurs sous-clones génétiquement distincts (Greaves and Maley, 2012, Samuel and 
Hudson, 2013). 
Cette hétérogénéité intra-tumorale peut avoir plusieurs conséquences. Elle peut perturber 
le diagnostic tumoral car, en fonction de la région où a été effectué la biopsie, certains sous-
clones agressifs peuvent ne pas être détectés mais présents. Mais surtout, les mutations 
présentes dans certains sous-clones minoritaires, qui ne donnent initialement aucun avantage 
sélectif de croissance, peuvent devenir promotrices lorsque la nature de la pression de 
sélection est modifiée. Cela est bien démontré lors de traitements chimiothérapeutiques 
(Burrell and Swanton, 2014). Suite à ces observations, il a d’ailleurs été proposé que la 
tumeur soit une entité évolutive, considérée comme soumise aux mêmes règles de la 
sélection naturelle que tout être vivant, impliquant une approche elle aussi évolutive pour 
son traitement (Willyard, 2016). De plus, l’évolution des êtres vivants est régie par la 
capacité à modifier un environnement initialement défavorable. Le cancer n’échappe pas à la 
règle et il est montré que le microenvironnement, ou stroma, composé de nombreux types 
cellulaires, notamment de fibroblastes, d’adipocytes, de cellules de l’immunité innée et 
adaptative et de cellules endothéliales, joue un rôle clé à toutes les étapes du développement 
tumoral (Quail and Joyce, 2013) et dans la résistance aux traitements (Gilbert and Hemann, 
2010). 
 
6.1.3 Pourquoi la dissémination métastatique demeure-t-elle le problème 
majeur en clinique ? 
 
De nombreuses études ont étudié le phénomène de la dissémination métastatique nous 
permettant d’en dessiner les grandes étapes clés Figure 1 (Gupta and Massague, 2006) à 
savoir : la perte d’adhésion cellulaire, l’augmentation de la motilité et la capacité invasive des 
cellules tumorales, l’entrée (intravasation) et la survie dans la circulation sanguine, la sortie 
de la circulation sanguine (extravasation) et l’établissement dans un site distant. Après toutes 
ces étapes les cellules colonisatrices peuvent rester dans un état de dormance. En effet, des 
cellules tumorales peuvent être détectées des années avant que des métastases ne se 
développent dans la moelle osseuse (Braun et al., 2005). Cet état de dormance serait 
impliqué dans la résistance aux chimiothérapies qui ne ciblent que les cellules en 
prolifération, donnant le rationnel pour le développement de nouveaux modèles d’étude de 
la dormance (Chong Seow Khoon, 2015).  
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Figure 1 
Schéma de la dissémination métastatique. 
Description des différentes étapes de la dissémination métastatique. Adapté de (Gupta and 
Massague, 2006). 
 
La métastase est donc issue d’une population cellulaire hétérogène soumise à la pression de 
sélection d’un environnement imposant des règles strictes, même si cet environnement peut 
varier en fonction de l’inflammation, du métabolisme ou de la réponse immune. Le passage 
dans la circulation sanguine ou lymphatique constitue un changement brutal d’environnement 
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expliquant pourquoi seule une infime minorité des cellules tumorales circulantes (CTC) 
issues de la tumeur primaire parviennent à coloniser un organe distant, et pourquoi ces 
cellules ont développé un phénotype résistant les rendant plus difficiles à traiter que la 
tumeur primaire dont elles sont issues. En effet, les métastases peuvent, comme c’est le cas 
dans le cancer du pancréas, être issues de tumeurs ayant mis plusieurs années pour se 
développer et ont acquis par la suite de nouvelles mutations les rendant plus agressives que 
la tumeur d’origine (Yachida et al., 2010). C’est aussi le cas dans les cancers du sein de grade 
avancé métastatiques. En effet, le retrait ou non de la tumeur primaire n’améliore pas le 
pronostic de ces patientes montrant que la métastase est en soi bien plus critique pour la 
survie que la tumeur dont elle est issue (Dominici et al., 2011). Ceci est en adéquation avec 
les résultats de Kim et al qui démontrent que l’hétérogénéité intra-tumorale, due à 
l’instabilité génétique des cancers, semblerait être une force permettant l’émergence de 
nouveaux clones métastatiques (Kim et al., 2015) mais, malgré des analyses phylogéniques 
toujours plus poussées, il est encore difficile de connaitre l’origine exacte de l’apparition des 
sous-clones métastatiques (Hong et al., 2015).  
La dissémination métastatique est une machinerie complexe qui demeure un problème 
majeur en clinique pour plusieurs raisons.  
Premièrement, les métastases sont la cause de décès principale des patients (Lu et al., 
2009). La dissémination rend difficile l’utilisation de la radiothérapie et de la chirurgie, et la 
plupart des méthodes de traitement des tumeurs primaires sont mises en échec par la 
nature résistante des métastases. Le prélèvement de biopsies de métastases est peu 
fréquent, ce qui limite la possibilité de rechercher de nouveaux marqueurs prédictifs et de 
nouvelles cibles thérapeutiques (Marino et al., 2013).  
Deuxièmement, lors du diagnostic d’un cancer certains patients sont déjà atteints de 
métastases (Lu et al., 2009, Lee et al., 2016, Kim et al., 2015) et 2 à 4% des patients sont 
diagnostiqués comme atteints de métastases d’origine inconnue, souvent trop indifférenciées 
pour pouvoir en déduire l’identité de la tumeur primaire et pouvoir proposer un traitement 
adapté (Hemminki et al., 2015).  
Troisièmement, pour un même cancer le pronostic peut être complètement différent en 
fonction du (des) site(s) métastatique(s). Par exemple dans les cancers du rein, la présence 
de métastases lymphatiques est de moins bon pronostique que la présence de métastases 
isolées (Tilki et al., 2015), et dans les cancers de la prostate, la survie globale médiane est de 
43 mois après le diagnostic de métastases ganglionnaires contre 14 mois pour des 
métastases osseuses (Gandaglia et al., 2015).  
L'étude de la dissémination métastatique est donc clé si l’on souhaite un jour pouvoir traiter 
la pathologie cancéreuse plus efficacement.  
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6.2 Comment évoluent les stratégies anti-tumorales ? 
 
Nous venons de décrire dans les grandes lignes la pathologie cancéreuse et de donner un 
certain nombre d’éléments qui nous montrent en quoi le cancer reste un problème pour les 
chercheurs et les cliniciens. Pourtant, les stratégies anti-tumorales n’ont cessé d’évoluer 
depuis un siècle avec plusieurs révolutions qui ont complètement bouleversé l’histoire 
médicale de cette maladie (Chabner and Roberts, 2005). 
Or, comment sommes-nous passés de la mastectomie radicale, pratiquée dans les années 
1890 (Halsted, 1894), à l’utilisation en 2005 du Trastuzumab, un anticorps monoclonal dirigé 
contre le récepteur HER2 spécifiquement surexprimé dans les cancers du sein (Smith et al., 
2007) ? Les gains en termes de survie des patients des nouvelles thérapies ne sont plus à 
démontrer mais pourquoi utilisons-nous encore des traitements découverts il y a plus d’un 
demi-siècle ? Quelles approches devront-être privilégiées à l’avenir ? Quel rôle doit jouer la 
recherche ?  
 
6.2.1 De l’empirisme à l’approche rationnelle 
 
Pour répondre à ces questions, il est essentiel de revenir un siècle en arrière. Les premières 
thérapies anti-cancéreuses furent découvertes sur la base d’observations empiriques. Elles 
ont été retenues pour leur efficacité anti-tumorale, dans un premier temps sans comprendre 
leurs mécanismes sous-jacents. L’avènement de la radiothérapie en est le parfait exemple 
lorsque, au début du XXème siècle, Marie Curie observa que les éléments radioactifs étaient 
capables de provoquer une inflammation de la peau. Elle proposa donc de se servir du 
radium pour tuer les cellules cancéreuses de la peau sans avoir à opérer chirurgicalement les 
patients (Brady et al., 1995). Or à cette époque, l’impact des radiations sur la réplication de 
l’ADN (et la molécule d’ADN elle-même) était encore inconnu. Il faudra attendre 1949 pour 
que Kelner et al publient les premières démonstrations d’effets mutationnels causés par les 
rayonnements U.V. (Kelner, 1949) mais entre-temps le bénéfice pour les patients a été 
absolument considérable.  
Comme pour la radiothérapie, la découverte des premières chimiothérapies tient beaucoup 
au hasard. En effet, avant 1945 personne ne considérait possible qu’un traitement puisse 
traiter le cancer, et pourtant quelques produits hautement toxiques, principalement des 
agents alkylants, montrèrent une efficacité anti-tumorale jamais atteinte (Scott, 1970). En 
1965, pas moins de 88 550 agents avaient déjà été criblés pour leur capacité cytotoxique, 
dont seule une infime partie fut retenue, quelques-unes de ces molécules sont encore 
utilisées aujourd’hui en clinique.  
En 2001, Holen et Saltz montraient une longue période de stagnation de l’amélioration de la 
survie des patients qu’ils attribuèrent au manque de nouveaux traitements 
chimiothérapeutiques (Holen and Saltz, 2001). Parallèlement, la recherche a progressé dans 
la compréhension moléculaire du cancer et du mode d’action des chimiothérapies sur la 
biologie de la cellule cancéreuse (Winkler et al., 2014). Ces progrès ont permis d’employer 
une approche rationnelle pour créer de nouvelles molécules ciblant des mécanismes 
moléculaires caractérisés et plus spécifiques des cellules tumorales que les chimiothérapies 
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classiques. C’est l’émergence des thérapies dîtes « ciblées » dont le but est d’induire une 
régression tumorale en induisant le moins de cytotoxicité possible dans les cellules saines. 
Depuis le début du XXIème siècle, la liste des thérapies ciblées s’allonge régulièrement et les 
résultats sont encourageants pour un grand nombre de composés (Tsimberidou, 2015). Les 
modes d’action de ces thérapies sont très variés : 
 Inhibition de récepteurs cellulaires spécifiques : Trastuzumab (HER2), Erlotinib 
(EGFR), Sunitinib (Récepteurs à activité tyrosine kinase) 
 Inhibiteur de voies de transduction : Olaparib (PARP), Everolimus (mTOR), 
Vemurafenib (BRAF), Ceritinib (ALK). 
 Inhibition de l’angiogenèse tumorale : Bevacizumab (VEGF) 
Récemment, les inhibiteurs de checkpoint immunitaire tels que les anticorps anti-PD1 et 
anti-CTLA4 ont montré une efficacité significative et apportent de nouvelles perspectives 
thérapeutiques pour un grand nombre de cancers (Sharma and Allison, 2015).  
  
6.2.2 Doit-on privilégier les thérapies ciblées ? 
 
Les thérapies ciblées sont une véritable avancée dans les traitements anti-cancéreux et ont 
apporté des bénéfices cliniques chez des patients ayant des cancers avancés qui ne 
répondaient plus aux traitements de dernière ligne. Cependant, ces thérapies se heurtent à 
un problème majeur, inhérent à la nature hétérogène et évolutive des cellules tumorales, qui 
est l’apparition rapide de mécanismes de résistance, et dans de nombreux cas une résistance 
intrinsèque due généralement à la présence de sous-clones résistants (Turke et al., 2010, 
Pazarentzos and Bivona, 2015).  
Par ailleurs, les patients traités par des inhibiteurs de checkpoint immunitaire doivent faire 
face à des réactions auto-immunes importantes. Chaque thérapie ciblée peut donc induire 
des effets secondaires dépendants de la voie visée et le rapport bénéfice/risque de ces 
traitements devra être pris en compte.  
 
6.2.3 Améliorer l’efficacité des traitements existants 
 
Les nombreux traitements chimiothérapeutiques disponibles ont une forte efficacité anti-
tumorale. Leurs modes d’action sont bien caractérisés et une grande partie d’entre eux sont 
utilisés depuis plus d’un demi-siècle en clinique. L’utilisation de ces thérapies est toujours 
d’actualité car pour un certain nombre de cancers aucun traitement ciblé n’a encore 
surpassé l’efficacité de la chimiothérapie (Joo et al., 2013). De plus, en parallèle du 
développement de nouvelles thérapies ciblées, de nombreux travaux proposent des 
solutions pour rendre les traitements chimiothérapeutiques plus efficaces, par exemple : 
 Utiliser des transporteurs de drogues chimiothérapeutiques qui peuvent être de 
différentes natures (Perez-Herrero and Fernandez-Medarde, 2015). Ceux-ci peuvent, 
en fonction de leur design, améliorer la demi-vie des drogues dans la circulation, 
augmenter le ciblage des cellules tumorales à l’aide de ligands spécifiques de 
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récepteurs surexprimés à la surface des tumeurs ou utiliser la vascularisation 
défectueuse des tumeurs et le faible drainage lymphatique pour y diffuser plus 
spécifiquement.   
 Combiner plusieurs drogues chimiothérapeutiques ou thérapies ciblées, ayant une 
synergie potentielle, pour diminuer la dose relative de chaque drogue et obtenir un 
effet équivalent ou meilleur avec moins d’effets secondaires (Jang et al., 2016). Ces 
méthodes sont souvent couplées avec un transporteur de drogue. 
 Améliorer la perfusion tumorale pour augmenter l’assimilation et l’efficacité des 
drogues chimiothérapies. C’est le concept de « préparation tumorale » (Khawar et 
al., 2015), il existe principalement deux méthodes actuellement en cours 
d’investigation : la première consiste à diminuer la pression intra-tumorale, également 
appelée stress solide, en régulant la synthèse/dégradation de la matrice-extracellulaire 
ou en diminuant la fibrose tumorale. La deuxième méthode consiste à normaliser la 
vascularisation tumorale, en jouant sur des facteurs pro ou anti-angiogéniques, afin de 
la rendre plus fonctionnelle et augmenter le débit sanguin Figure 2. 
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Figure 2 
Stratégies pour augmenter l’assimilation des chimiothérapies par les tumeurs.  
CAF : fibroblastes associés au cancer, MEC : matrice extracellulaire. Adapté de (Khawar et 
al., 2015). 
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7 Surpasser l’échec thérapeutique dans les cancers du 
sein  
 
7.1 Description et épidémiologie des cancers du sein 
 
Au cours de ma thèse je me suis focalisé sur le cancer du sein métastatique qui est la 
première cause de mortalité chez la femme dans le monde (Autier et al., 2010). Il ne 
représente pas moins de 12% des coûts de santé publique dans l'union européenne, juste 
derrière le cancer du poumon (Luengo-Fernandez et al., 2013). Cependant, de 1989 à 2012 
la mortalité associée au cancer du sein a chuté de 36% aux États-Unis et de 25% en Europe 
(DeSantis et al., 2016, Rosso et al., 2016). Ces progrès sont en partie dues à une 
amélioration des traitements adjuvants et des méthodes de diagnostic, qui d’ailleurs 
augmentent « artificiellement » l’incidence du cancer du sein de ces derniers décennies 
(Berry et al., 2005). Malgré ces progrès le taux de survie des patientes suite au diagnostic de 
métastases n’est que de 2 ans en moyenne et ne s’est pas amélioré depuis 30 ans (Ufen et 
al., 2014). La compréhension des facteurs permettant la transition d’une tumeur du sein 
bénigne à la pathologie disséminée est donc primordiale pour ce type de cancer.  
Des causes génétiques ont pu être identifiées pour une partie des cancers du sein. En effet, 
des mutations héréditaires sont la cause de 5 à 10% des cancers du sein et touchent des 
gènes impliqués dans la réparation des dommages à l’ADN tels que BRCA1, BRCA2, p53, 
ATM ou PTEN (Dumitrescu and Cotarla, 2005). Ces cancers se déclarent le plus souvent 
chez des patientes jeunes et ont un mauvais pronostic comparé au 90 à 95% des cancers se 
produisant chez des patientes plus âgées, qui sont de meilleur pronostic (Kharazmi et al., 
2016). 
 
7.2 Classifications des cancers du sein 
 
7.2.1 Classification histologique 
 
Pour bien comprendre le développement du cancer du sein il est nécessaire de décrire dans 
un premier temps l'architecture normale de cet organe.  
Le sein est constitué de tissus glandulaires et adipeux soutenus par un réseau fibreux. Les 
glandes mammaires, ou lobes, sont constituées de lobules composés d’un regroupement 
d’alvéoles contenant les cellules épithéliales mammaires sécrétoires à l’origine de la 
production du lait maternel. Ces structures sont reliées entre elles par une ramification de 
canaux aboutissant à un unique canal pour chaque lobe mammaire. Ces canaux s'abouchent 
aux canaux lactifères qui se prolongent jusqu’au mamelon (Zucca-Matthes et al., 2016).  
Au niveau cellulaire, l’épithélium mammaire normal est constitué de cellules souches, de 
cellules en cours de différenciation et de cellules différenciées : les cellules luminales et les 
cellules myoépithéliales Figure 3 (Bertos and Park, 2011). Les cellules luminales, comme 
leur nom l’indique, sont localisées à la lumière des canaux et des lobules, tandis que les 
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cellules myoépithéliales sont situées au niveau de la lame basale et communiquent avec le 
stroma, riche en vaisseaux sanguins et fibroblastes. Cette lame basale est d’ailleurs la 
séparation qui permet histologiquement de différencier les carcinomes invasifs des 
carcinomes in situ (Pinder and Ellis, 2003).  
 
 
Figure 3  
Structure de l’épithélium mammaire et de son microenvironnement sain et 
néoplasique. 
A : tissu épithélial mammaire sain, B : tissu épithélial mammaire néoplasique, MEC : matrice 
extracellulaire, TAM : macrophage associé à la tumeur, CAF : fibroblaste associé à la tumeur. 
Adapté de (Bertos and Park, 2011). 
 
La classification histologique des cancers du sein dépend du type cellulaire dont est 
majoritairement issue la tumeur (Malhotra et al., 2010). C’est un bon marqueur prédictif de 
la survie des patientes (Bertos and Park, 2011) :  
 Les carcinomes canalaires et lobulaires infiltrants, représentant respectivement 75% 
et 10% des cancers du sein, ainsi que d’autres sous-types beaucoup moins fréquents, 
les carcinomes apocrines et médullaires, ont un taux de survie moyen de 10 ans.  
 Les carcinomes adénoïde-kystiques, tubulaires et muscinaux ont un taux de survie 
bien meilleur.  
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7.2.2 Classification génétique et moléculaire 
 
Comme pour beaucoup de cancers, la classification histologique des cancers du sein est 
apparue insuffisante pour prédire efficacement la réponse aux traitements. De nouveaux 
marqueurs furent nécessaires et les progrès de la biologie moléculaire ont apporté de 
nouveaux outils permettant une nouvelle ségrégation des cancers du sein.  
Il existe trois marqueurs principaux dans les cancers du sein : le récepteur aux œstrogènes 
(ER), le récepteur à la progestérone (PR) et le Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 
(HER2 ou Erb-B2). En clinique, la présence ou l’absence de ces marqueurs au niveau 
protéique est caractérisée en routine par immunohistochimie (IHC) à l’exception de HER2 
qui fait souvent l’objet de duplication du gène, mesurée par hybridation in situ en 
fluorescence (FISH) (Singh et al., 2016). 
Ces marqueurs ont permis d’établir 4 catégories de cancer du sein : luminal A, luminal B, 
HER2+ et les cancers du sein triple négatifs (TNBC) ou de type basal Tableau 1. 
Les cancers de sous-type luminal (ER+, PR+/-) sont de bon pronostic, notamment car le 
récepteur aux œstrogènes peut être ciblé à l’aide de traitements par hormonothérapie ou 
d’antagonistes tels que le Tamoxifène (Jordan, 2015, Davies et al., 2013), Le récepteur à la 
progestérone n’est pas prédictif pour ce type de traitement (Bartlett et al., 2011).  
Historiquement, les tumeurs présentant une amplification de HER2, ce qui représente de 15 
à 25% des patientes atteintes de cancer du sein, étaient de mauvais pronostic (Slamon et al., 
1987). Cependant, les nouvelles thérapies ciblant spécifiquement la signalisation de ce 
récepteur ont permis une amélioration significative du pronostic pour ce type de cancer 
(Smith et al., 2007).  
Enfin, les cancers du sein triple négatifs (ER-, PR-, HER2-) sont ceux, tous cancers du sein 
confondus, présentant le plus mauvais pronostic (Nishimura and Arima, 2008). Récemment 
une étude clinique a montré une amélioration de la survie des patientes atteintes de cancers 
du sein métastatiques ER+ et HER2+ à 34 mois post-diagnostic, tandis que les patientes 
atteintes de TNBC ont une survie moyenne de 12 mois. La difficulté du traitement de ce 
sous-type de cancer vient en partie de son manque actuel de caractérisation. Une étude de 
transcriptomique récente montre que 6 nouveaux sous-types de TNBC peuvent être 
ségrégés (Lehmann et al., 2011). Santagata et al ont identifié des marqueurs de différentiation 
de cellules épithéliales mammaires normales permettant d’isoler 4 sous-types de cancer du 
sein différents de la classification de référence (Santagata et al., 2014). À terme, identifier de 
nouvelles signatures moléculaires pourrait permettre d’affiner les décisions thérapeutiques 
comme le permettent déjà les profils d’expression de ER et HER2.   
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7.3 Traitements de référence dans les cancers du sein et 
problématiques associées 
 
 
7.3.1 Chimiothérapie et radiothérapie de référence 
 
Le traitement des cancers du sein dépend de plusieurs paramètres dont le grade tumoral, les 
sous-types histologiques et moléculaires ainsi que le statut hormonal de la patiente (pré- ou 
post-ménopause) (Di Leo et al., 2015). La chirurgie est importante dans ce cancer avec 
différentes pratiques : la chirurgie conservatrice associée à la radiothérapie, qui a pour but 
de conserver au plus possible le tissu sain, et la mastectomie, qui est le retrait de la totalité 
du sein. De manière remarquable, la quasi-totalité des patientes atteintes de cancer du sein 
recevront un traitement chimiothérapeutique, en particulier dans les cas où la maladie est 
avancée.  
Le sous-type moléculaire est aujourd’hui déterminant pour le choix du type de traitement 
systémique Tableau 1 (Goldhirsch et al., 2011). Lorsque les patientes ne peuvent pas être 
traitées par hormonothérapie, les chimiothérapies préférées sont les anthracyclines (Agents 
intercalant de l’ADN) et les taxanes (Inhibiteurs de la formation des microtubules). Des 
agents alkylants (Inducteurs de dommages à l’ADN) peuvent être utilisés pour les cancers de 
type basal. 
 
 
 
Tableau 1  
Résumé des sous-types moléculaires de cancer du sein et des chimiothérapies de 
référence associées. 
ER : Récepteur aux œstrogènes, PgR : Récepteur à la progestérone, KI-67 : indicateur de 
prolifération cellulaire, (+) : présent, (-) : absent, (amp) : amplification. Adapté de (Goldhirsch 
et al., 2011). 
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7.3.2 Résistances intrinsèques, acquises et dues au microenvironnement dans 
les cancers du sein 
 
Comme la majorité des tumeurs solides, les tumeurs mammaires développent des 
résistances aux chimiothérapies ou sont résistantes de manière intrinsèque. Ces résistances 
apparaissent à plusieurs niveaux, combinant des phénomènes d’adaptation des cellules 
tumorales et de fortes modifications de leur microenvironnement. 
Parmi les adaptations des cellules tumorales aux chimiothérapies, un des paramètres 
principaux est l’hétérogénéité inter- et intra-tumorale des cancers du sein. En effet, il est 
bien documenté que plusieurs sous-types moléculaires différents sont présents au sein d’une 
même tumeur, qu’ils peuvent également différer entre la tumeur primaire et ses métastases 
associées et que la métastase s’éloigne sans cesse génétiquement de sa tumeur primaire 
d’origine (Ding et al., 2010). Cela constitue un véritable défi pour les cliniciens car 
l’identification précise du sous-type moléculaire est déterminante pour le choix de la 
thérapie la plus appropriée (Vignot et al., 2012).  
Au niveau moléculaire, les tumeurs détournent de nombreuses fonctions cellulaires pour 
parvenir à résister aux chimiothérapies. En clinique, Pivot et al ont montré que les tumeurs 
mammaires capables de progresser lors de l’utilisation d’anthracyclines étaient plus 
susceptibles de ne pas répondre lors de l’utilisation d’autres chimiothérapies de deuxième 
ligne (Pivot et al., 2000). Cela suggère que les chimiothérapies sélectionnent rapidement des 
clones résistants dans ce type de cancer et que les voies de résistances utilisées peuvent être 
communes à plusieurs traitements.  
Ce phénomène, appelé la multi-résistance aux chimiothérapies, est en grande partie dû à la 
surexpression par les cellules tumorales de transporteurs d’efflux à cassette de liaison à 
l’ATP (ABC) (Videira et al., 2014). En effet, ces transporteurs leurs permettent de diminuer 
leur concentration intracellulaire de multiples drogues et augmentent l’exposition des 
cellules saines environnantes. Le premier transporteur de cette famille à avoir été identifié et 
associé à la multi-résistance est la glycoprotéine-P (P-GP) (Kartner et al., 1983), parmi de 
nombreux autres (Partanen et al., 2012, Honorat et al., 2008). La protéine ABCG2 a un 
mécanisme différent et séquestre les drogues dans des vésicules les rendant ineffectives car 
éloignées de leur cible (Goler-Baron and Assaraf, 2011).  
Si la drogue parvient à entrer dans les cellules tumorales, d'autres mécanismes de résistance 
ont été observés tels que : l’inactivation de la drogue par des enzymes cellulaires, la 
mutation, perte ou l’amplification de la cible, la réparation des dommages à l’ADN ou encore 
l’inhibition de l’apoptose (Gottesman et al., 2006). Cela est appuyé par des études de 
transcriptomique et protéomique sur des lignées tumorales mammaires montrant que des 
centaines de gènes peuvent être significativement dérégulés suite au traitement par le 
méthotrexate, le docetaxel ou la doxorubicine (Lee et al., 2009, Chen et al., 2014). 
L’exposition de la lignée tumorale mammaire humaine SK-BR-3 à l’épirubicine induit des 
gènes impliqués dans l’invasion et la métastase des cellules tumorales mammaires dont 
STAT3 (Zhang et al., 2015a).  
De plus, la caractéristique principale des chimiothérapies est leur non-spécificité. Ainsi ces 
drogues peuvent impacter les cellules du microenvironnement tumoral. Les réactions du 
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microenvironnement tumoral sont nombreuses dans les cancers du sein et des évidences 
croissantes montrent que ce dernier participe grandement à la résistance aux traitements 
chimiothérapeutiques et à l’aggravation du pronostic : 
 Des mécanismes de résistance peuvent être induits via une réponse systémique. Par 
exemple, l’utilisation de chimiothérapies augmente la sécrétion de cytokines telles 
que l’IL-6 et l’IL-8 (Janelsins et al., 2012). Le niveau d’IL-6 circulante est positivement 
corrélé avec la progression du cancer du sein métastatique chez la femme (Salgado et 
al., 2003),  et l’IL-8 participe à la chimiorésistance dans des modèles cellulaires (Shao 
et al., 2013). 
 L’immunité peut aussi être dérégulée par les chimiothérapies. C’est le cas du 
paclitaxel qui augmente l’expression de PD-L1 à la surface des cellules tumorales 
mammaires humaines. Cela entraîne un arrêt de prolifération des lymphocytes T 
cytotoxiques, induit leur apoptose et affaiblit la réponse immunitaire anti-tumorale 
(Zhang et al., 2008). Une autre étude, effectuée sur le modèles de tumorigenèse 
mammaire spontanée MMTV-PyMT, a montré qu’un traitement à la doxorubicine 
induisait en quelques jours le recrutement de cellules de la lignée myéloïde 
(monocytes, macrophages). L’infiltration de ces cellules participe à l’aggravation du 
phénotype tumoral en stimulant notamment la reprise de la tumeur (Nakasone et al., 
2012), et la présence de monocytes pro-inflammatoires favorise la dissémination 
métastatique dans des modèles murins (Qian et al., 2011). Le recrutement de 
certains types de macrophages, les macrophages associés aux tumeurs (TAM), 
aggrave également le phénotype tumoral (Chanmee et al., 2014) et augmente la 
résistance aux chimiothérapies par la sécrétion de divers facteurs, dont des cytokines 
activatrices des voies anti-apoptotiques telles que l’IL-10 (Yang et al., 2015). 
 Les chimiothérapies modifient également les fibroblastes normaux du stroma. Ils 
s’adaptent aux stress cytotoxiques et à l’environnement tumoral en changeant de 
phénotype et particulièrement leur métabolisme. On parle de fibroblastes associés au 
cancer (CAF) car ils sécrètent un grand nombre de facteurs favorables aux cellules 
tumorales (Peiris-Pages et al., 2015). De plus, les CAF, connus comme ayant un 
métabolisme hautement glycolytique, acidifient le milieu ce qui renforce la 
chimiorésistance des cellules tumorales mammaires en modifiant à leur tour leur 
métabolisme (Tavares-Valente et al., 2013).  
 Des cellules moins caractérisées mais dont l’implication est importante, notamment 
chez les patientes atteintes d’obésité, sont les adipocytes proches de la tumeur. 
Ceux-ci peuvent aussi subir un changement de phénotype, on parle alors d’adipocytes 
associés à la tumeur (CAA). Les CAA participent à un cross-talk renforçant 
l’invasivité tumorale via la sécrétion de cytokine telles que l’IL-6, l’IL-1β et CCL5 et 
via la production de la métalloprotéinase matricielle 11 (MMP11) (Dirat et al., 2011, 
D'Esposito et al., 2016). Les CAA peuvent également modifier le phénotyped CAF 
augmentant ainsi leur capacité de sécrétion de facteurs pro-tumoraux (Bochet et al., 
2013). 
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7.3.3 Thérapies ciblées dans les cancers du sein 
 
Devant cette accumulation de mécanismes de résistance aux traitements 
chimiothérapeutiques est venue l’idée de cibler spécifiquement les voies de résistance aux 
traitements décrites ci-dessus ou bien d’identifier des caractéristiques précises des tumeurs 
mammaires pour générer des traitements spécifiques. Or, les cancers du sein ont-ils des 
traits qui les différencient des autres cancers et des cellules saines ? Lesquelles de ces 
caractéristiques spécifiques sont « actionnables » et lesquelles seraient suffisamment 
importantes pour proposer une nouvelle thérapie ? 
Il est intéressant de noter qu’une grande majorité des thérapies actuellement en cours 
d’investigation dans les cancers du sein ciblent des promoteurs oncogéniques augmentant la 
capacité à proliférer des cellules incluant : les cyclines dépendantes des kinases (CDK) 4 et 6, 
les phosphatidylinositol 3-kisases (PI3K), AKT, mTOR, les récepteurs aux facteurs de 
croissance fibroblastiques (FGFRs), et HER2 que nous avons déjà mentionné (Chamberlin et 
al., 2016). De nombreuses autres thérapies ciblées visent à réduire la multi-résistance en 
ciblant par exemple les pompes d’efflux (Chen et al., 2015, Wu et al., 2016). 
Ces thérapies ciblées font ou feront l’objet de phénomènes de résistance, en partie car elles 
ne sont dirigées que sur une protéine/famille de protéine/voie de signalisation précise, mais 
devraient à l’avenir révolutionner le traitement des tumeurs multi-résistantes. Néanmoins, 
en prenant en compte le fait que les métastases restent la cause de mortalité principale des 
patientes, est-il possible de cibler directement la capacité des tumeurs à disséminer et à 
former des métastases ?  
Dans ce but, la transition épithélio-mésenchymateuse et la vascularisation tumorale sont 
apparues comme étant des cibles prometteuses.   
 
7.4 Cibler la transition épithélio-mésenchymateuse 
 
Un nombre croissant d’études décrit la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) comme 
une étape clé de la dissémination métastatique. Cependant, bien que les arguments en faisant 
une cible incontournable pour le futur des thérapies ciblées s’accumulent, son mécanisme 
précis reste encore à éclaircir dans les tumeurs mammaires.  
 
7.4.1 Les étapes de la transition épithélio-mésenchymateuse  
 
La plupart des tumeurs solides sont issues de cellules provenant de tissus épithéliaux. À 
l’origine, ces cellules sont polarisées via leur interaction avec une membrane basale et ont 
une très faible capacité migratoire. La transition épithélio-mésenchymateuse est un 
processus complexe en plusieurs étapes permettant à une cellule épithéliale d’acquérir un 
phénotype mésenchymateux, cela comprend principalement une modification des molécules 
d’interaction cellulaires, une meilleure capacité migratoire et invasive, une résistance accrue 
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à l’apoptose et une augmentation de la production/dégradation de facteurs de la matrice 
extracellulaire (MEC) (Kalluri and Weinberg, 2009). Ce changement de phénotype est 
progressif et entraine la diminution de marqueurs épithéliaux au profit de marqueurs 
mésenchymateux Figure 4. Récemment, une méta-analyse transcriptomique a confirmé 
l’existence de trois étapes de la TEM distinctes en terme d’expression génique (Tanaka and 
Ogishima, 2015).  
 
 
Figure 4 
Profil d’expression des marqueurs endothéliaux et mésenchymateux lors de la 
TEM  
Adapté de (Kalluri and Weinberg, 2009) 
 
La TEM est un processus transitoire et réversible : on parle alors de transition mésenchymo-
épithéliale (TME) (Rothenpieler and Dressler, 1993). 
Le programme de TEM est activé lors du développement embryonnaire et également chez 
l’adulte pour assurer l’homéostasie tissulaire. La TEM intervient également lors de stress tels 
que la réparation des tissus, l’inflammation et le cancer.  
Un consensus a été établi afin de différencier trois types de TEM : 
 La TEM de type 1 est impliquée dans la génération de nouvelles cellules 
mésenchymateuses au cours du développement. Sa réversion permet notamment la 
mise en place d’épithéliums secondaires (Acloque et al., 2009). 
 La TEM de type 2 participe à la cicatrisation, à la régénération des tissus et est à 
l’origine des réactions de fibroses dans les organes. Elle se déclenche lors de 
réactions inflammatoires et peut être partielle (Bataille et al., 2008). Certaines 
études combinant modèles murins de fibrose et lignage cellulaire modèrent 
cependant la contribution  de la TEM de type 2 dans la fibrose (Fragiadaki and 
Mason, 2011). 
 La TEM de type 3 est directement liée aux cellules cancéreuses. En effet, la 
dérégulation de multiples voies de signalisations cellulaires et/ou du 
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microenvironnement tumoral peuvent entraîner l’activation du processus de TEM ou 
l’expression de facteurs mésenchymateux. C’est le cas de la signalisation du facteur 
de croissance transformant béta (TGF-β) et des BMP que nous détaillerons par la 
suite, des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) en réponses à des facteurs de 
croissances dont l’EGF, le FGF, l’IGF ou encore le PDGF, des voies Wnt, Notch et 
Hedgehog, des signaux provenant de la MEC et enfin, et non des moindres, des voies 
de réponse à l’hypoxie (Gonzalez and Medici, 2014). Ces signaux convergent vers 
l’expression de différents facteurs de transcriptions tels que Snail, Slug, Twist, Zeb1, 
Zeb2, entre autres, augmentant la transcription de gènes importants pour 
l’acquisition du phénotype mésenchymateux. 
 
7.4.2 La TEM est-elle un moteur de l’invasion et de la dissémination 
métastatique des cancers du sein ? 
 
Les gènes impliqués dans la TEM sont de mieux en mieux décrits (Kodama et al., 2016). 
Cependant, un grand travail est encore nécessaire pour définir précisément les 
conséquences de l’activation de ce processus dans les cellules tumorales mammaires. 
La TEM est associée à de multiples mécanismes pro-tumoraux dans les cancers du sein. 
Premièrement, l’activation de voies de signalisation oncogéniques peut induire des facteurs 
pro-TEM tels que Twist1 et Twist2 bloquant la sénescence des cellules tumorales et facilitant 
leur survie, notamment lors de la formation de métastases (Ansieau et al., 2008). 
Deuxièmement, le processus de TEM s’accompagne d’une modification d’expression de 
nombreux gènes, certains participant à la récurrence des tumeurs (Creighton et al., 2009) et 
à la multi-résistance des cancers du sein. C’est le cas de Snail et Slug qui induisent la 
résistance aux stress génotoxiques dans les cellules d’adénocarcinomes mammaires, en 
régulant les voies de mort cellulaire (Kajita et al., 2004), et lors d’utilisation de thérapies 
ciblées anti-HER2 (Oliveras-Ferraros et al., 2012). Dans des lignées MCF-7 résistantes au 
paclitaxel, à la doxorubicine ou au docetaxel, Slug est fortement exprimé et cela est corrélé 
avec l’expression d’autres marqueurs de la TEM (Iseri et al., 2011). Cette résistance acquise 
est en partie due au fait que les facteurs de transcription pro-TEM Twist, Slug et FOXC2 
activent la transcription des transporteurs ABC, augmentant l’efflux des drogues 
hydrosolubles, et donc la résistance aux chimiothérapies (Saxena et al., 2011). 
Troisièmement, la TEM augmente l’invasion et la capacité à disséminer dans l’organisme des 
cellules tumorales mammaires. De nombreux exemples dans la littérature montrent que cela 
est fortement lié à l’expression de facteur mésenchymateux. En effet, l’expression de la N-
cadhérine, un des facteurs mésenchymateux prototypique, dans un modèle de tumeurs 
mammaires spontanées, entraine une forte augmentation de l’invasion et de la dissémination 
métastatique (Hulit et al., 2007). L’activation des voies du TGF-β, un des principaux 
inducteurs de la TEM, provoque une accumulation de protéines de la MEC dont la 
fibronectine, ce qui facilite l’établissement des cellules tumorales dans leur niche 
métastatique (Soikkeli et al., 2010). De plus, les cellules tumorales mammaires circulantes 
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expriment des gènes reliés au phénotype mésenchymateux tels que la vimentine, Snail et Slug 
(Bonnomet et al., 2012).  
Enfin, des cellules cancéreuses montrant des caractéristiques de cellules souches (CSC) ont 
été identifiées dans les tumeurs mammaires (Al-Hajj et al., 2003) et, selon une étude récente, 
ces cellules seraient issues de cellules ayant à l’origine effectué la TEM (Mani et al., 2008).  
Malgré ces preuves, la nécessité du processus de TEM pour la dissémination métastatique est 
actuellement en débat. D’un côté des études démontrent que le phénomène de TEM se 
produit dans des modèles de tumeur mammaire (Trimboli et al., 2008) et que l’expression 
de marqueurs de la TEM corrèle avec l’agressivité tumorale (Sarrio et al., 2008) et un 
mauvais pronostic chez les patients (Pasquier et al., 2015). D’un autre côté, certains 
cliniciens remettent en question la nécessité de la TEM pour la dissémination métastatique. 
En effet, l’expression de marqueurs mésenchymateux par les cellules ayant métastasées 
pourrait-être une conséquence de l’établissement des cellules tumorales dans leur niche 
métastatique, la résultante d’un programme de TEM incomplet, ou bien une conséquence de 
la dédifférenciation des cellules néoplasiques (Chui, 2013). Le groupe de Tsuji et al propose 
un modèle de co-option. Selon lui, certaines cellules de la tumeur primaire effectuent la 
TEM, envahissent le tissu sain, entrent dans la circulation sanguine mais ne conduisent pas à 
la formation de métastases. Cependant, ces cellules ouvriraient la route à celles n’ayant pas 
effectué la TEM et leur permettraient de disséminer et de former des métastases (Tsuji et 
al., 2009). Enfin, une étude récente publiée dans Nature a utilisé un système de lignage 
cellulaire par fluorescence, capable de tracer une cellule ayant activé un programme de TEM, 
dans un modèle de cancer mammaire spontané métastatique. De manière contre-intuitive, 
cette étude démontre que la TEM n’est pas nécessaire pour la dissémination métastatique 
mais augmente la chimiorésistance (Fischer et al., 2015). Cela amène à reconsidérer le rôle 
important donné aujourd’hui à la TEM dans le cancer.  
En parallèle, de nombreuses études précliniques ont réduit l’agressivité des tumeurs 
mammaires en ciblant l’acquisition ou le maintien du phénotype mésenchymateux Figure 5 
(Davis et al., 2014). Par exemple, l’inhibition de c-Met diminue la capacité des TNBC à 
métastaser au cerveau (Lee et al., 2013) et l’inhibition du récepteur associé aux œstrogènes 
α (ERRα) diminue le phénotype mésenchymateux et l’agressivité des TNBC. Inhiber l’EGFR 
diminue le phénotype mésenchymateux et la dissémination métastatique des cancers du sein 
inflammatoires (Zhang et al., 2009). Le facteur de transcription Twist apparaît être une cible 
intéressante pour les cancers du sein métastatiques de par sa faible expression dans les tissus 
sains, la découverte de nouveaux inhibiteurs spécifiques et son rôle de facteur de 
transcription clé de la TEM (Glackin, 2014).  
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Figure 5 
Résumé des différentes stratégies d’inhibition pharmacologique de la TEM. 
Adapté de (Davis et al., 2014)  
 
Cependant, bien que les données précliniques soient nombreuses, très peu d’essais cliniques 
visant à cibler les effecteurs, régulateurs et inducteurs de la TEM sont en cours (Pasquier et 
al., 2015).  
 
7.5 Cibler l’angiogenèse tumorale 
 
La vascularisation est la route principale permettant aux cellules tumorales de former des 
métastases distantes. De plus, dans les années 1970 est apparu l’idée de ne plus considérer la 
tumeur comme un ensemble hétérogène de cellules tumorales mais comme un organe 
(Folkman et al., 1971). Cela est né de l’observation que les tumeurs sont capables de mettre 
en place une vascularisation pour apporter l’oxygène et les nutriments dont elles ont besoin 
pour survivre. Depuis, l’inhibition de la vascularisation tumorale a fait l’objet d’un grand 
intérêt de la part de la communauté scientifique. 
 
7.5.1 Définition de l’angiogenèse et méthodes d’étude 
 
Il existe plusieurs modes de formation des vaisseaux sanguins en fonction du stade de 
développement et du contexte physiopathologique des tissus Figure 6 (Carmeliet and Jain, 
2011).  
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Figure 6 
Différents modes de formation des vaisseaux sanguins normaux et tumoraux. 
A - C : modes de formation des vaisseaux sanguins intervenant dans les tissus sains et 
tumoraux. E - F : modes de formation de vaisseaux sanguins indépendants des cellules 
endothéliales, faisant intervenir les cellules tumorales. EC : Cellules Endothéliales. Adapté de 
(Carmeliet and Jain, 2011) 
 
Lors du développement embryonnaire, la vasculogenèse est la naissance de progéniteurs 
endothéliaux à partir de cellules du mésoderme. Ces progéniteurs permettent la formation 
d’un plexus vasculaire primitif qui, après plusieurs étapes de différenciation et de 
remodelage, constituera la base du système circulatoire artério-veineux (Marcelo et al., 
2013). Par la suite, ce réseau vasculaire va se complexifier en formant de nouveaux vaisseaux 
sanguins à partir de vaisseaux préexistants, on parle alors d’angiogenèse. 
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L’angiogenèse se produit principalement par bourgeonnement qui est un processus en 
plusieurs étapes dont les mécanismes moléculaires et cellulaires sont bien décrits (Ribatti 
and Crivellato, 2012). Initialement, les vaisseaux sanguins sont constitués de cellules 
endothéliales quiescentes, non-prolifératives, peu mobiles et stabilisées par une couche de 
protéines matricielle externe, la lame basale, ainsi que par des cellules murales appelées 
péricytes. Les vaisseaux sanguins de grandes tailles peuvent également être renforcés par une 
couche de cellules musculaires lisses. En réponse à l’hypoxie ou à des facteurs pro-
angiogéniques, tels que le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) ou le facteur 
de croissance fibroblastique 2 (FGF2), une cellule endothéliale peut s’activer (Gerhardt et al., 
2003). Cette cellule activée se différencie alors en cellule endothéliale de front (tip cell) et se 
sert de multiples filopodes pour répondre à des stimuli chimioattractants pro-angiogéniques, 
dégrade partiellement sa lame basale et migre en entraînant avec elle d’autres cellules 
endothéliales appelées cellules endothéliales de soutiens (Bentley et al., 2009). 
Contrairement à la cellule de front qui perd sa capacité proliférative, les cellules de soutien 
continuent de proliférer activement, synthétisent les composants de la nouvelle lame basale 
et permettent la formation d’un nouveau tube. 
Il est important de noter que ce système est dynamique et que la formation de nouveaux 
vaisseaux est soumise à plusieurs étapes de contrôle. En effet, l’acquisition du phénotype de 
cellule de front/soutien est transitoire et sous la dépendance de la voie Dll-4-Notch 
(Benedito et al., 2009). De plus, la formation d’un tube n’est définitive que si celui-ci parvient 
à se connecter à un autre vaisseau (Blum et al., 2008) et si un flux sanguin s’établit 
correctement dans sa lumière (le Noble et al., 2005). Il est ensuite important que les 
vaisseaux correctement perfusés soient maturés pour assurer leur pérennité. Des péricytes 
sont alors recrutés et entourent les cellules endothéliales afin de consolider la structure des 
vaisseaux, diminuer leur perméabilité (Jain, 2003), et réduire leur prolifération (Orlidge and 
D'Amore, 1987). Les principaux facteurs impliqués dans cette maturation sont le facteur de 
croissance dérivé des plaquettes B (PDGF-B) et son récepteur (Yao et al., 2014) et 
l’angiopoiétine 1 (Ang1) avec son récepteur (Tie2) (Saharinen et al., 2008). 
Un autre mécanisme d’angiogenèse connu est la ramification d’un vaisseau sanguin en 
plusieurs sous-vaisseaux, on parle alors d’intussusception (Mentzer and Konerding, 2014). 
Ce mécanisme est à l’heure actuelle peu caractérisé du fait que son étude par des méthodes 
de microscopie classique est difficile. Néanmoins, son importance semble inférieure à celle 
du bourgeonnement.  
Les récents progrès dans la compréhension de l’angiogenèse sont en partie dus à la 
diversification des modèles et techniques d’études Figure 7 (Auerbach et al., 2003). En effet, 
il est possible in vitro d’étudier la capacité de cellules endothéliales à proliférer, à migrer et à 
former des pseudo-tubes. Les cultures primaires de cellules humaines endothéliales de veine 
ombilicale (HUVEC) sont souvent utilisées à ces fins. Ex vivo, il est possible de cultiver des 
explants d’aorte de rat ou de poulet pour quantifier la néo-angiogenèse émanant de ces 
tissus sur différentes matrices. In vivo, le modèle de la membrane chorioallantoïde du poulet 
(CAM) permet la culture d’explants tissulaires, notamment tumoraux, et d’observer la 
formation de la néo-angiogenèse venant de l’embryon pour irriguer l’explant. La rétine de rat 
est un modèle de choix pour tester des régulateurs de l’angiogenèse solubles. Enfin, des 
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inserts de matrigel peuvent être implantés en sous cutané chez la souris et être vascularisés 
par l’organisme hôte.  
Toutes ces techniques ont permis d’améliorer notre connaissance de l’angiogenèse et 
surtout de cribler différentes protéines pour leur caractéristiques pro ou anti-angiogéniques. 
Cependant, l’étude de l’impact de l’angiogenèse en cancérologie a été réellement rendu 
possible grâce au développement de la microscopie et en particulier grâce à la découverte de 
marqueurs spécifiques utilisables en IHC dont les principaux sont : le PECAM1 (CD31) 
(Albelda et al., 1991) et le CD34 (Fina et al., 1990) des marqueurs des cellules endothéliales 
sanguines, avec quelques différences en terme de spécificité, le marqueur lyve-1 permettant 
de détecter les cellules endothéliales lymphatiques (Banerji et al., 1999), l’actine des muscles 
lisses alpha (α-SMA), un marqueur fibroblastique et également des péricytes permettant la 
détection des vaisseaux sanguins matures (Bergers and Song, 2005). D’autres molécules 
injectables ont permis de tester la fonctionnalité des vaisseaux sanguins : les lectines 
fluorescentes injectées en intraveineux interagissent avec des sucres présents uniquement à 
la surface des cellules endothéliales et marquent ainsi seulement les vaisseaux perfusés 
(Grazul-Bilska et al., 2013). Le pimonidazole injecté en intraveineux permet de marquer les 
zones hypoxiques. Enfin, l’injection en intraveineux de Hoechst 33342, permet de marquer 
les noyaux des cellules proche de vaisseaux fonctionnels (Ljungkvist et al., 2000). 
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Figure 7 
Méthodes d’étude de la 
vascularisation. 
A : test de tubulogenèse sur 
matrigel. B : culture ex vivo 
d’aorte de rat, C : modèle de la 
membrane chorioallantoïde du 
poulet (CAM), D : néo-
angiogenèse sur la rétine de rat, 
E : néo-angiogenèse obtenue sur 
un insert de matrigel implanté 
chez la souris, F : marquage en 
IHC des cellules endothéliales 
(CD31 en rouge) et des 
péricytes (α-SMA en vert), G : 
marquage de la perfusion des 
vaisseaux sanguins (lectine en 
rouge) et de la diffusion des 
molécules (Hoechst en bleu), H : 
marquage des régions hypoxique 
(pimonidazole en vert) et des 
cellules endothéliales (CD31 en 
rouge), I : reconstitution en 3D 
de la vascularisation d’un 
ganglion en microscopie 
confocale, adapté de (Kelch et 
al., 2016). A - E : adapté de 
(Auerbach et al., 2003). F - H : 
images obtenues au laboratoire à 
partir de coupes de tumeurs 
mammaires murines. 
 
 
7.5.2 Inhibition de la vascularisation tumorale 
 
Dans les tissus sains, l’angiogenèse est régulée par un équilibre entre des facteurs pro- et 
anti-angiogéniques. Il est démontré que les tumeurs sécrètent un grand nombre de facteurs 
majoritairement pro- mais également anti-angiogéniques conduisant au développement d’un 
réseau vasculaire tumoral venant soutenir la croissance des tumeurs mais aussi la 
dissémination métastatique (Carmeliet and Jain, 2011, Folkman, 1995). Dès 1972, Folkman 
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décrivait l’importance de la mise en place d’une angiogenèse tumorale pour le 
développement des tumeurs (Gimbrone et al., 1972). Plus tard, des autopsies ont révélé que, 
chez des patients décédés pour d’autres causes que le cancer, de nombreuses microlésions 
tumorales étaient présentes mais dans un état dormant. Suite à ces observations, il a été 
émis l’hypothèse que la dormance des micro-tumeurs serait levée par l’acquisition d’un 
phénotype pro-angiogénique ou « switch angiogénique » (Naumov et al., 2006, Udagawa et 
al., 2002). Un certain nombre de modèles murins de carcinogenèse spontanée appuient cette 
hypothèse (Hanahan and Folkman, 1996) et des travaux récents ont permis une visualisation 
fonctionnelle non-invasive par imagerie à résonnance magnétique (IRM) de ce switch 
angiogénique dans des tumeurs mammaires murines (Consolino et al., 2016). 
Ces observations ont donné le rationnel pour le développement de thérapies ciblées anti-
angiogéniques afin de réduire la quantité de vaisseaux sanguins tumoraux, priver les cellules 
tumorales d’oxygène et nutriments, et ainsi faire régresser les tumeurs. La communauté 
scientifique a été initialement très enthousiaste vis-à-vis des stratégies anti-angiogéniques car 
celles-ci présentaient plusieurs avantages (Jayson et al., 2012, Kerbel and Folkman, 2002) : 
 En premier lieu, cibler l’angiogenèse devait permettre de cibler efficacement non 
seulement la tumeur primaire mais également mettre en dormance d’éventuelles 
métastases. 
 Ensuite, l’angiogenèse est un processus peu présent chez l’adulte et intervenant 
seulement lors de la réparation des blessures et lors du cycle menstruel. Ainsi cibler 
l’angiogenèse devait avoir un fort effet sur la tumeur où l’angiogenèse est très active 
sans provoquer d’effets secondaires. 
 Enfin, les cellules endothéliales étant génétiquement stables, il ne devait pas 
apparaître de résistances à ces traitements (Boehm et al., 1997, Kerbel, 1997). 
Le VEGF étant le facteur pro-angiogénique majeur, les thérapies anti-angiogéniques 
développées ciblent très majoritairement ce facteur ou ses voies de transduction (Zakarija 
and Soff, 2005) : le Bevacizumab, un anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF, diminue la 
quantité de VEGF présent dans la tumeur et circulant, le DC-101, un anticorps dirigé contre 
le récepteur au VEGF (VEGF-RII) joue un rôle d’antagoniste et bloque la signalisation du 
VEGF en amont, et enfin les inhibiteurs de récepteur à activité tyrosines kinase (RTKI), tels 
que le Sunitinib (SU11248), le Sorafenib (BAY439006) ou le Pazopanib (GW786034), 
bloquent la transduction du signal du VEGFR-2 mais peuvent impacter d’autres récepteurs à 
activité tyrosine kinase (VEGFR-1, -3, PDGFR, KIT, FLT3, CSF-1R et Raf) (Gotink and 
Verheul, 2010). 
De nombreuses études précliniques ont démontré une forte efficacité anti-tumorale de ces 
traitements anti-angiogéniques (Kim et al., 1993, Holash et al., 2002, O'Farrell et al., 2003). 
De plus, d’autres molécules anti-angiogéniques ne ciblant pas la signalisation du VEGF ont 
également montré de fortes efficacités anti-tumorales. Par exemple, le TNP-470, un agent 
bloquant la méthionine animopeptidase-2, force l’arrêt du cycle cellulaire des cellules 
endothéliales en phase G1 (Browder et al., 2000). Ainsi que des facteurs anti-angiogéniques 
présents de manière endogènes dans l’organisme tels que les thrombospondines 1 et 2 
(TSP1 et 2) (Streit et al., 1999), l’endostatine (Kisker et al., 2001) et l’angiostatine 
(Indraccolo et al., 2002).  
37 
 
Bien que les traitements anti-angiogéniques utilisés seuls ont montré une grande efficacité 
anti-tumorale en préclinique, les résultats chez l’homme n’ont pas été à la hauteur des 
attentes. En effet, suite au premier succès en clinique du Bevacizumab combiné à la 
chimiothérapie dans les cancers colorectaux métastatiques (Hurwitz et al., 2004), les 
différents traitements anti-angiogéniques ciblant le VEGF ont été testé dans de nombreuses 
indications.  
En monothérapie, sauf exception, les traitements anti-angiogéniques n’améliorent pas, ou 
peu, la survie sans progression (PFS) et la survie globale (OS) des patients. Récemment, une 
étude a réévalué le rôle du Sorafenib en monothérapie qui n'améliore que de 3 mois la 
survie globale dans les carcinomes hépatocellulaires avancés, mais induit de nombreux effets 
secondaires (Sanoff et al., 2016).  
Les meilleurs résultats ont été obtenus en combinant des agents anti-angiogéniques avec la 
chimiothérapie dans le cancer colorectal, les carcinomes hépatocellulaires et le cancer du 
rein (Vasudev and Reynolds, 2014). Cependant, d’autres types de cancers, tels que le 
mélanome métastatique ou le cancer du sein, n’ont montré aucune amélioration de la PFS 
et/ou de l’OS quelle que soit l’étude Tableau 2 (Kumler et al., 2014, Mountzios et al., 
2014).  
 
 
Tableau 2 
Résumé des essais cliniques des inhibiteurs du VEGF dans les cancers du sein. 
Adapté de (Vasudev and Reynolds, 2014)   
PFS : survie sans progression de la maladie. OS : Survie globale.  
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Ces résultats décevants sont dus à un certain nombre de paramètres qui n’ont pas été 
anticipés lors des tests précliniques. En effet, les agents anti-angiogéniques ciblant le VEGF ou 
ses voies de transduction, induisent un grand nombre d’effets secondaires indésirables chez 
des patients déjà affaiblis par la pathologie tumorale : principalement des saignements, de 
l’hypertension et des évènements thromboemboliques (Chen and Cleck, 2009, Kamba and 
McDonald, 2007). Cela montrant que le VEGF, au-delà de sa fonction pro-angiogénique, a un 
grand nombre d’autres rôles insoupçonnés à l’époque.  
Ensuite, de nombreuses résistances aux thérapies anti-angiogéniques ont été identifiées dans 
des modèles précliniques et chez les patients (Bergers and Hanahan, 2008). Ces résistances 
peuvent être intrinsèques, la tumeur elle-même est déjà indépendante pour son 
développement de la voie angiogénique ciblée, ou adaptatives comme le montre un grand 
nombre d’études Figure 8. Par exemple, dans les glioblastomes l’effet anti-angiogénique du 
Bevacizumab est contrebalancé par une augmentation de la co-option vasculaire (Rubenstein 
et al., 2000) et par une augmentation de la production de facteurs pro-angiogéniques 
compensatoires tels que le FGF2 (Batchelor et al., 2007). Dans les cancers pancréatiques le 
FGF2 et le VEGF lui-même sont surexprimés suite à un traitement anti-VEGF (Casanovas et 
al., 2005). Le microenvironnement tumoral intervient également dans la résistance, comme 
le montre l’étude de Shaked où l’utilisation de traitements anti-angiogéniques induit le 
recrutement de progéniteurs endothéliaux dans les tumeurs (Shaked et al., 2006) favorisant 
la revascularisation tumorale. Ces mécanismes de compensation font que la vascularisation 
tumorale est capable de se remettre en place très rapidement après l’arrêt des traitements 
(Mancuso et al., 2006).  
De manière importante, il a été observé dans plusieurs modèles précliniques que les 
traitements anti-angiogéniques augmentent considérablement la TEM (Piao et al., 2013, 
Carbone et al., 2011), l’invasivité tumorale (Keunen et al., 2011) et la dissémination 
métastatique (Paez-Ribes et al., 2009, Ebos et al., 2009a). Cela pourrait être une des raisons 
majeures de l’échec des thérapies anti-angiogénique dans les cancers du sein. 
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Figure 8 
Mécanismes de résistance aux traitements anti-angiogéniques. 
1 : Fabrication de facteurs pro-angiogéniques de compensation, 2 : Régression tumorale suite 
au traitement anti-angiogénique et adaptation des cellules tumorales aux conditions 
hypoxiques par revascularisation, co-option, TEM, 3 : Invasivité augmentée, 4 : Intravasation 
augmentée, 5 : Augmentation du recrutement de progéniteurs endothéliaux, 6 : Activation 
des cellules du microenvironnement tels que les CAF pouvant sécréter des facteurs pro-
angiogéniques, 7 : Favorisation de la niche pré-métastatique par dysfonctionnement des 
cellules endothéliales, inflammation ou thrombose, 8 : Dysfonctionnement des péricytes 
aidant à l’extravasation des cellules tumorales, 9 : L’ensemble de ces phénomènes participe à 
l’accélération du processus métastatique . Adapté de (Ebos et al., 2009b). 
 
7.5.3 L’hypoxie est-elle un facteur critique pour la cellule tumorale mammaire 
? 
 
L’objectif des thérapies anti-angiogéniques est d’induire une forte hypoxie intra-tumorale 
pour provoquer la mort des cellules tumorales. Or, les inhibiteurs du VEGF ou de ses voies 
de transduction ont montré une très faible efficacité en clinique dans les cancers du sein à 
cause de nombreuses résistances. Pourquoi ces résistances n’ont-elles pas été observées 
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dans les modèles précliniques ? Est-ce que les inhibiteurs de l’angiogenèse ne parviennent 
tout simplement pas à inhiber suffisamment l’angiogenèse tumorale chez l’homme ? Ou les 
cancers ont-ils une capacité d’adaptation à un environnement hypoxique qui avait été sous-
évaluée ?  
Dès 1992, il avait été montré que le VEGF est augmenté en réponse à l’hypoxie (Shweiki et 
al., 1992). Par la suite, Graeber et al ont montré que l’hypoxie était capable de sélectionner 
des cellules résistantes à l’apoptose et donc plus agressives (Graeber et al., 1996). Cette 
idée, que l’hypoxie modifie l’expression de gènes spécifiques a émergé suite à la découverte, 
dans les années 1990, de la régulation de l’érythropoïétine en absence d’oxygène par le 
facteur inductible par l’hypoxie 1 alpha (HIF-1α) (Semenza et al., 1991). Ce facteur sera 
ensuite caractérisé comme le régulateur principal de la réponse à l’hypoxie chez les 
mammifères (Semenza, 1998). Au niveau moléculaire, HIF-1α est un facteur nucléaire 
ubiquitaire. En conditions normoxiques, HIF-1α est la cible de modifications post-
traductionnelles par hydroxylation induisant sa dégradation par le protéasome. En conditions 
hypoxiques, HIF-1α n’est plus hydroxylé ce qui empêche sa dégradation et favorise son 
accumulation. HIF-1α interagit alors avec des séquences spécifiques de l’ADN appelées 
éléments de réponse à l’hypoxie (HRE) et joue alors un rôle d’activateur transcriptionnel, 
augmentant, entre autres, l’expression de facteurs pro-angiogéniques, en faisant un acteur 
majeur du « switch angiogénique », et de l’adaptation au stress hypoxique (Hashimoto and 
Shibasaki, 2015).  
Dans les cancers du sein, une forte expression de HIF-1α est retrouvée dans 29% des 
tumeurs primaires et, de manière intéressante, dans 69% des métastases (Zhong et al., 
1999). Une étude récente a d’ailleurs montré que HIF-1α est fortement exprimé dans les 
cellules tumorales circulantes (CTC) de 76% des patientes (Kallergi et al., 2009). Cela 
montre que l’adaptation à un milieu hypoxique semble être un paramètre important pour la 
dissémination métastatique dans les cancers du sein. De plus, l’expression de HIF-1α dans les 
tumeurs mammaires est associée avec une diminution de la survie globale, de la survie sans 
rechute, de la survie sans métastase (Wang et al., 2013) et à une diminution de la réponse 
aux traitements (Generali et al., 2006).  
Expérimentalement, l’expression de HIF-1α basale ou induite par les thérapies participe à la 
résistance à l’hormonothérapie des cancers du sein ER+, via l’expression de gènes pro-survie 
(Jia et al., 2015). De plus, l’expression de variants constitutivement actifs de HIF-1α dans la 
lignée MDA-MB-231 (TNBC) augmente leur capacité à former des métastases osseuses 
(Hiraga et al., 2007). Cela est notamment dû à une activation du programme de TEM par 
HIF-1α (Chou et al., 2015, Yang et al., 2008). De plus, le fait d’exposer des cellules tumorales 
mammaires à des conditions de culture en hypoxie (Louie et al., 2010, Zhang et al., 2015b) 
ou in vivo suite à un traitement anti-angiogénique (Sunitinib) (Conley et al., 2012) augmente 
considérablement leur caractéristique de cellule souche cancéreuse (CSC) et donc leur 
capacité à initier des métastases.  
De plus, certains cancers du sein sont initialement résistants aux thérapies angiogéniques et 
un nombre croissant d’études montre que la dépendance à l’angiogenèse pour le 
développement tumoral n’est pas systématique (Pezzella and Gatter, 2016). De ce fait, 
augmenter l’hypoxie dans des tumeurs déjà indépendantes de l’apport en oxygène revient à 
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n’augmenter que leur agressivité. Ainsi, soulager les tumeurs de la pression de sélection 
hypoxique pourrait-elle être un moyen de diminuer l’agressivité tumorale ? Existe-t-il un 
risque d’induire à l’inverse une plus forte croissance tumorale chez l’homme ?  
Certains inhibiteurs de HIF-1α sont déjà testés en préclinique et en clinique, pour conserver 
les cellules dans un état peu agressif et contrôlable cliniquement (Hu et al., 2013). Les 
résultats de ces études nous permettront d’en savoir plus sur l’importance de la réponse à 
l’hypoxie dans l’agressivité tumorale. 
 
7.5.4 Le concept de normalisation vasculaire 
 
Nous venons de décrire l’importance que peut jouer la vascularisation tumorale dans les 
cancers et les traitements anti-angiogéniques développés pour l’inhiber. En parallèle du 
développement de ces traitements, des chercheurs et cliniciens ont examiné en détail la 
vascularisation tumorale. Celle-ci est caractérisée par un grand nombre d’anomalies 
structurales micro- et macroscopiques, ce qui la rend dysfonctionnelle et insuffisante créant 
ainsi de l’hypoxie intra-tumorale (Goel et al., 2011). Des études ont décrit que, dans les 
tumeurs, la morphologie des vaisseaux sanguins diffère des vaisseaux des tissus sains 
adjacents. En effet, les vaisseaux de ces tumeurs sont dilatés et tortueux, présentent des 
schémas de branchements et d’interconnexion incohérents et sont inégalement répartis au 
sein de la tumeur (Fukumura et al., 2010, Less et al., 1991). De plus les cellules 
périvasculaires recouvrant les vaisseaux sanguins tumoraux ont une organisation anormale, 
avec des interactions plus lâches, ce qui facilite la formation de nouveaux vaisseaux sanguins 
peu stabilisés et augmente leur perméabilité (Morikawa et al., 2002).  
Suite à l’échec clinique des stratégies anti-angiogénique, Jain proposa d’utiliser des 
traitements anti-angiogénique, non plus dans le but d’asphyxier les tumeurs, mais afin de 
« freiner » l’angiogenèse tumorale. Cela permettrait : premièrement, la stabilisation de la 
vascularisation tumorale, deuxièmement, de rendre cette vascularisation plus fonctionnelle, 
et troisièmement de diminuer la pression intra-tumorale tout en augmentant le flux sanguin. 
Ces améliorations auraient un impact direct sur les traitements. Elles permettraient une 
meilleure perfusion des chimiothérapies, d’augmenter l’efficacité de la radiothérapie et enfin 
d’empêcher l’acquisition d’un phénotype agressif en réponse à l’hypoxie (Jain, 2005). C’est le 
concept de normalisation vasculaire tumorale (Goel et al., 2011).  
Plusieurs essais précliniques ont réussi à augmenter l’effet des traitements par radio- ou 
chimiothérapie en utilisant des inhibiteurs du VEGF ou de ses voies de transduction (Tong et 
al., 2004, Wildiers et al., 2003, Cesca et al., 2009). Cependant, les exemples de transposition 
de ces effets chez l’homme restent encore rares, à l’exception des glioblastomes où des 
progrès ont pu être obtenus en améliorant la perfusion tumorale grâce à un inhibiteur des 
récepteurs au VEGF (Sorensen et al., 2012). Or, le VEGF régule positivement la perméabilité 
vasculaire (effet VPF) (Carmeliet and Jain, 2011). Une hypothèse intéressante serait que 
l’inhibition du VEGF induise une meilleure perfusion, due à la perte de l’effet VPF du VEGF, 
sans pour autant qu’il y ait une véritable normalisation vasculaire.  
Le problème majeur de l’utilisation de molécules anti-angiogéniques, tels que le Bevacizumab, 
pour induire une normalisation vasculaire est que celle-ci est transitoire du fait des 
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résistances à ces traitements décrites précédemment. Cette période de normalisation 
vasculaire est appelée « fenêtre thérapeutique » car elle ne dure que quelques jours dans les 
modèles expérimentaux (Zhang et al., 2016, Dickson et al., 2007), et n’a pas encore été 
observée chez l’homme (Van der Veldt et al., 2012). Cela semble être particulièrement le cas 
dans les cancers du sein où les combinaisons d’agents anti-VEGF et chimiothérapeutiques 
n’apportent à terme aucun bénéfice d’OS. Pour contourner ces problèmes certains 
chercheurs proposent de cibler d’autres types de voies que celle du VEGF pour induire la 
normalisation vasculaire afin de contourner les mécanismes de résistance associés. Cruys et 
al proposent de cibler le métabolisme glycolytique des cellules endothéliales, 
particulièrement impliqué dans la maintenance des phénotypes de cellules de front/soutien 
(Cruys et al., 2016). D’autres molécules n’ayant initialement pas été créés pour cibler la 
vascularisation tumorale peuvent induire la normalisation vasculaire. C’est ce qu’a montré 
Sorace et al dans le cas du Trastuzumab (Sorace et al., 2016), pouvant expliquer en partie la 
forte efficacité de ce traitement dans des tumeurs mammaires initialement de mauvais 
pronostique. Des chercheurs ont également proposé de prendre le problème à l’inverse. En 
effet, ils proposent d’utiliser directement des molécules pro-angiogéniques telles que le 
Cilengitide pour augmenter la perfusion tumorale et l’efficacité anti-tumorale des 
chimiothérapies (Wong et al., 2015). 
Au cours de ma thèse, je me suis intéressé au fait que les tumeurs mammaires présentent 
une augmentation de facteurs anti-angiogéniques. Leur implication dans le dysfonctionnement 
de la vascularisation tumorale reste largement méconnue (Cid et al., 2016, Boneberg et al., 
2009, Rao et al., 2015). Cependant, ils pourraient être des cibles de choix pour parvenir à 
induire une normalisation de vascularisation durable, ciblés seuls, ou en combinaison avec 
une thérapie anti-angiogénique. Mon groupe de recherche s’est particulièrement intéressé à 
la thrombospondine-1 (TSP1), l’un des principaux facteurs anti-angiogéniques endogènes 
connus, et a évalué son rôle dans la biologie des tumeurs mammaires, particulièrement 
sensibles à l’hypoxie. 
8 La Thrombospondine-1 
 
8.1 Structure et interactome 
 
La thrombospondine-1 (TSP1) a été initialement découverte comme étant un facteur 
protéique de haut poids moléculaire sécrété par les plaquettes activées en réponse à la 
thrombine (Lawler et al., 1977, Baenziger et al., 1971). 
La TSP1 fait partie de la famille des thrombospondines (TSPs). Ce groupe de glycoprotéines 
sécrétées est constitué de 5 membres séparés en deux groupes, A et B, en fonction de leur 
oligomérisation et de leur architecture Figure 9. Le groupe A est constitué de la TSP1 et la 
TSP2 qui forment des homotrimères tandis que le groupe B est constitué de la TSP3, la TSP4 
et la TSP5 qui forment des homopentamères (Adams and Lawler, 2004). De plus, les TSPs 
du groupe A possèdent des régions répétées caractéristiques, trois répétitions dites de type 
1 (TSR), tandis que les TSPs du groupe B n’en possèdent pas. Cependant, toutes les TSPs 
partagent un domaine C-terminal proche avec un nombre variable de domaines ressemblant 
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à l’EGF (répétitions de type 2), et des domaines répétés capables de lier le calcium 
(répétitions de type 3), ce qui peut modifier leur structure secondaire (Hou et al., 2000). 
Enfin toutes les TSPs, excepté la TSP5, possèdent un domaine amino-terminal se structurant 
de manière similaire à celui de la laminine G (Beckmann et al., 1998), et la TSP1 dispose d’un 
domaine ressemblant au pro-collagène entre les répétitions de type I et son domaine de 
trimérisation. Malgré ces ressemblances structurales, les 5 TSPs interagissent avec des 
partenaires différents leur conférant des rôles uniques.  
 
 
Figure 9 
Structure des thrombospondines 
Partie gauche : représentation de l’oligomérisation des TSPs. A droite : structure d’un 
monomère de chaque TSP. En orange : site d’oligomérisation, en jaune : domaine pro-
collagène, en vert : les répétitions de type 1, en bleu : les répétitions de type 2, en violet : les 
répétitions de type 3. Adapté de (Carlson et al., 2008). 
 
La TSP1 étant sécrétée, elle interagit avec de nombreux partenaires présents dans le milieu 
extracellulaire et à la surface des cellules Figure 10. Un interactome de la TSP1 a été 
récemment publié (Resovi et al., 2014). De manière intéressante la TSP1 interagit avec de 
nombreuses protéines de la matrice extracellulaire telles que la fibronectine (Dardik and 
Lahav, 1989), plusieurs types de collagènes (Galvin et al., 1987), les protéoglycans (Feitsma et 
al., 2000) et la laminine (Aho and Uitto, 1998). La majorité de ces interactions ont été 
décrites au niveau du domaine N-terminal de la TSP1 ce qui en fait le domaine 
principalement responsable de la forte localisation de TSP1 dans la MEC (Hellewell et al., 
2015). La TSP1 interagit également avec de nombreux récepteurs cellulaires dont les 
intégrines α3β1, α4β1, α6β1 et α9β1 au niveau de son domaine N-terminal et de ses 
répétitions de type 1 et 2 (Calzada et al., 2004), ainsi qu’avec les intégrines αIIβ3 et αvβ3 au 
niveau du motif RGD présent dans ses répétitions de type 3 (Lawler and Hynes, 1989). La 
TSP1 interagit également avec des récepteurs non-intégrines tels que le récepteur CD36 
(Asch et al., 1987) et la protéine associée aux intégrines (IAP) (Brown et al., 1990a) 
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également identifiée comme le récepteur CD47 (Mawby et al., 1994). Enfin la TSP1 interagit 
avec des protéases, dont MMP2, MMP9 (Bein and Simons, 2000) et la thrombine (Lawler et 
al., 1986) ainsi qu'avec des cytokines et des facteurs de croissance dont le VEGF (Gupta et 
al., 1999), le FGF2 (Margosio et al., 2003) et le TGFβ-latent dont elle est un puissant 
activateur (Murphy-Ullrich et al., 1992). 
 
 
Figure 10 
La TSP1 interagit avec des protéines de la matrice extracellulaire via son 
domaine N-terminal, avec des récepteurs cellulaires et des cytokines. 
FN1 : Fibronectine, PGs : Protéoglycans, * : interagit avec la TSP1 au niveau des répétitions 
de type I. 
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8.2 Régulations de la TSP1 
 
L’expression est finement régulée à de multiples niveaux. Il est important d’avoir une vue 
d’ensemble des facteurs pouvant modifier l’expression de la TSP1 au niveau génétique, 
épigénétique, transcriptionnel et traductionnel.  
  
8.2.1 Régulations génétiques 
 
La TSP1 est codée par le gène thbs1 dont le locus est situé sur le chromosome 15 chez 
l’homme et sur le chromosome 2 chez la souris (Jaffe et al., 1990), et 95% de sa séquence en 
acides aminés est conservée entre les deux espèces (Lawler et al., 1991). L’expression de la 
TSP1 peut être modulée au niveau génétique. Plusieurs études ont montré que le niveau 
d’expression de la TSP1 peut être modifié par une perte d’hétérozygotie dans les cancers 
(LOH) (Fusenig and Boukamp, 1998, Bleuel et al., 1999). Il a également été reporté des cas 
de mutations du gène thbsI reliés à certaines pathologies. Une mutation induisant une 
diminution de l’activation du TGFβ par la TSP1 a été identifiée dans l’hypertension 
pulmonaire familiale (Maloney et al., 2012). 
 
8.2.2 Régulations épigénétiques 
 
Le gène thbs1 est la cible de modifications épigénétiques. La mieux caractérisée est la 
méthylation d’îlots CpG de son promoteur ce qui induit une inhibition de sa transcription. 
Cela a été observé dans plusieurs cas de cancers dont le glioblastome et le mélanome (Li et 
al., 1999, Lindner et al., 2013). Une étude a montré un autre mécanisme de régulation 
épigénétique faisant intervenir l’histone méthyltransférase PRMT-6. Celle-ci modifie le profil 
de méthylation des histones H3R2 et H3K4 au niveau du promoteur de la TSP1 et régule 
négativement sa transcription (Michaud-Levesque and Richard, 2009). 
À l’inverse, un microenvironnement riche en glucose induit une hypométhylation du 
promoteur de la TSP1. Cela stimule son expression dans des kératinocytes en culture (Lan 
et al., 2016).  
 
8.2.3 Régulations transcriptionnelles et traductionnelles 
 
Il n’existe aucun variant d’épissage décrit de l’ARNm de la TSP1. Il n’a pas été décrit de 
promoteur, codon d’initiation ou site de polyadénylation alternatif. La régulation de 
l’expression de TSP1 est donc en grande partie dépendante des facteurs de transcription 
interagissant avec le promoteur de la TSP1 (Stenina-Adognravi, 2014) et des éléments 
régulant la stabilité de son ARN messager ou sa traduction. Ces régulations sont sous la 
dépendance de certaines conditions environnementales. 
Parmi les régulations induites par l’environnement, l’hypoxie provoque une stabilisation du 
messager TSP1 dans les cellules endothéliales (Phelan et al., 1998). L’ARNm et la protéine 
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TSP1 sont également augmentés dans les tissus ischémiques (Favier et al., 2005). Cette 
expression de la TSP1 en réponse à l’hypoxie a été décrite comme dépendante de HIF-1α 
dans les cellules musculaires lisses vasculaires (Osada-Oka et al., 2008). Le facteur de 
maturation des vaisseaux sanguins PDGF induit également l’expression du messager de la 
TSP1 (Majack et al., 1987). Il a récemment été décrit que, via HIF-2α, l’hypoxie induit 
également l’expression de la TSP1 dans les cas d’hypertension pulmonaire (Shimoda and 
Kuebler, 2016). 
Dans un contexte pathologique, des études montrent que l’hyperglycémie est un mécanisme 
majeur induisant l’expression de la protéine TSP1 dans les cellules murales vasculaires 
(Stenina et al., 2003, Maier et al., 2010). Des études récentes montrent que la TSP1 est un 
véritable marqueur du diabète et de l’obésité (Matsuo et al., 2015, Kong et al., 2014). 
Il a été montré que la TSP1 est exprimée en réponse à des facteurs hormonaux tels que la 
progestérone dans l’endomètre (Iruela-Arispe et al., 1996), et aux œstrogènes dans les 
cancers du sein ER+ (Hyder et al., 2009).  
L’expression de la TSP1 est également modulée par des inducteurs ou des répresseurs 
oncogéniques. Nous y reviendrons plus tard dans cet exposé.  
Enfin, le messager de la TSP1 peut être régulé au niveau de sa stabilité par des protéines de 
liaisons aux ARNm (RBP). En effet, des éléments riches en AU (ARE) ont été identifiés dans 
la région 3’ non traduite (3’UTR) du messager de la TSP1 (McGray et al., 2011). Ces 
éléments permettent la liaison de la protéine de liaison aux ARE 1 (AUF1) à l’ARNm de la 
TSP1 ce qui augmente sa stabilité. HuR est une autre RBP pouvant jouer un rôle similaire 
dans des lignées tumorales mammaires (Gubin et al., 2010). Des micro-ARN (miR) 
interagissent avec le messager de la TSP1 et induisent des régulations post-
transcriptionnelles (Dogar et al., 2014). C’est le cas de miR-487b qui interagit avec le 3’UTR 
du messager de la TSP1 et diminue sa traduction dans des cellules HUVEC (Feng et al., 
2015). 
 
8.3 La TSP1, plateforme fonctionnelle matri-cellulaire 
 
La TSP1 est une protéine exprimée par une grande variété de tissus. C’est une protéine 
sécrétée et s’accumule fortement dans la MEC (Wight et al., 1985, Jaffe et al., 1983). 
Cependant, contrairement à la majorité des protéines de matrice, la TSP1 y joue davantage 
un rôle de signalisation et de régulation qu’un rôle structural. Paul Bornstein fut le premier à 
s’intéresser à ce type de facteurs qu’il nomma protéines matri-cellulaires (Bornstein, 1995). 
On trouve également dans ce groupe des protéines la Tenascine-C et la SPARC (Chong et 
al., 2012). Les premières publications concernant la TSP1 ont beaucoup décrit son rôle 
comme interface d’adhésion cellule/matrice (Bornstein, 1995). Par la suite, de plus en plus 
d’évidences lui ont attribué des rôles importants dans plusieurs voies de signalisation dont 
l’angiogenèse et la réponse immunitaire.   
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8.3.1 Rôle de la TSP1 dans l’agrégation plaquettaire 
 
Le premier rôle fonctionnel de la TSP1 à avoir été découvert est son importance dans 
l’agrégation plaquettaire (Dixit et al., 1985). Il a été montré que l’activation des plaquettes 
est en partie régulée par la liaison entre la TSP1 et son récepteur CD47, exprimé à la 
surface des plaquettes (Chung et al., 1999, Dorahy et al., 1997). Un mécanisme proposé par 
Isenberg et al est, qu’au cours de l’activation plaquettaire, la TSP1 inhibe la signalisation anti-
thrombotique du monoxyde d’azote (NO) via son interaction avec le CD47 (Isenberg et al., 
2008c). De plus, des modèles de plaquettes knock-out pour CD36 ou TSP1 ont permis de 
montrer que l’interaction CD36-TSP1 est également importante pour l’agrégation 
plaquettaire et la formation d’un thrombus sanguin (Kuijpers et al., 2014). Enfin, la TSP1 
régule l’adhérence des plaquettes lors de la formation d’un thrombus en empêchant la 
dégradation du Von Wilbraun Factor (VWF), un facteur essentiel dans l’agrégation des 
plaquettes (Bonnefoy et al., 2006).  
 
8.3.2 Modulation par la TSP1 des interactions cellulaires et de la migration 
 
La TSP1 étant exprimée par une grande variété de cellules autre que les plaquettes, les 
chercheurs se sont demandé quels autres rôles elle pouvait jouer. Les premières études ont 
été possibles grâce à la purification de TSP1 provenant de plaquettes. Cela a permis de 
montrer que la TSP1 participe à l’adhésion/dé-adhésion de nombreux types cellulaires 
normaux et tumoraux. L’adhésion et la dé-adhésion des cellules sont des prérequis pour la 
migration cellulaire (Friedl and Wolf, 2003). La TSP1 augmente l’adhésion de cellules 
normales à la MEC, dont les lymphocytes T-CD4+ via son interaction avec l’intégrine α4β1 
(Yabkowitz et al., 1993a). Elle augmente également l’adhésion in vitro de kératinocytes 
(Varani et al., 1988), de cellules musculaires et fibroblastiques (Tuszynski et al., 1987b). La 
TSP1 augmente aussi l’adhésion de cellules tumorales telles que des cellules de mélanome 
(Ginsburg and Roberts, 1988), de carcinomes pulmonaires (Albo et al., 1994) et de cancer 
du sein (Chandrasekaran et al., 1999). A l’inverse la TSP1 serait impliquée dans la dé-
adhésion d’autres types cellulaires dont les cellules endothéliales, en régulant notamment 
l’organisation de point d’adhésion focaux (Murphy-Ullrich and Hook, 1989) et des cellules 
mésangiales (Tada et al., 1995). La TSP1 stimule la migration des cellules musculaires lisses 
vasculaires (Stein et al., 2014, Gahtan et al., 1999). La TSP1 stimule également la migration de 
nombreux types de cellules tumorales, nous y reviendrons par la suite.   
 
8.3.3 La TSP1 est un des inhibiteurs majeurs de l’angiogenèse 
 
Le rôle anti-angiogénique de la TPS1 a été mis en évidence dans des modèles d’angiogenèse 
sur rétine de rat (Good et al., 1990). Ce rôle sera ensuite majoritairement caractérisé grâce 
à l’étude de fragments de digestion et de peptides issus de la TSP1. De manière intéressante, 
une étude a montré que les fragments comprenant la région des répétions de type I 
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possèdent la majorité de l’action anti-angiogénique de la TSP1 (Tolsma et al., 1993). Certains 
peptides issus de cette région ont d’ailleurs été adaptés pour une utilisation thérapeutique 
anti-angiogéniques avant d'être abandonnés (Henkin and Volpert, 2011).  
Fonctionnellement, la TSP1 inhibe l’angiogenèse en agissant de manière directe et indirecte 
sur les cellules endothéliales. Parmi les actions indirectes, la TSP1 séquestre des molécules 
stimulant la prolifération des cellules endothéliales, dont le VEGF (Gupta et al., 1999) et le 
FGF2 (Taraboletti et al., 1997), ou entre en compétition pour la liaison aux protéoglycans 
des cellules endothéliales avec ces facteurs de croissance, ce qui réduit leur biodisponibilité 
et diminue la capacité proliférative des cellules endothéliales (Vogel et al., 1993). La TSP1 
modifie également la capacité d’adhésion des cellules endothéliales à la MEC empêchant ainsi 
leur migration (Murphy-Ullrich and Hook, 1989). A l’inverse la TSP1 facilite la migration des 
cellules musculaires lisses endothéliales qui favorisent la quiescence des vaisseaux (Isenberg 
et al., 2005). 
De manière directe, la TSP1 peut activer une réponse anti-angiogénique via ses récepteurs 
présents à la surface des cellules endothéliales. En effet, la TSP1 peut ralentir la migration des 
cellules endothéliales en interagissant avec l’intégrine β1 (Short et al., 2005). Cependant, la 
voie anti-angiogénique principale de la TSP1 est l’induction de l’apoptose des cellules 
endothéliales, par l’interaction entre le récepteur CD36 et le motif CSVTCG présent dans la 
deuxième répétition de type I de la TSP1 Figure 11 (Dawson et al., 1997, Klenotic et al., 
2013). Cela a pour effet d’induire des cascades de signalisation telles que Fyn-p38 (Jimenez et 
al., 2000), NFκB (Aurora et al., 2010) et JNK (Ren et al., 2009), activant les voies de mort 
cellulaires dépendantes des caspases dont CD95 (Volpert et al., 2002), TNFR (Rege et al., 
2009) et TRAIL-R1 et 2 (Ren et al., 2009). De plus, certaines de ces voies de signalisation 
induisent en parallèle une inhibition de la signalisation pro-survie induite par le VEGF, ce qui 
facilite l’entrée en apoptose des cellules endothéliales (Ren et al., 2009, Aurora et al., 2010).   
Une autre signalisation anti-angiogénique de la TSP1 est sous la dépendance de l’interaction 
entre la TSP1 et son récepteur CD47 Figure 11 (Isenberg et al., 2008a). Cela a pour effet 
d’inhiber la production et la signalisation du NO, régulateur important de la perfusion des 
tissus via la relaxation des cellules musculaires lisses vasculaires (Bauer et al., 2010). De plus, 
le VEGFR-2, associé avec le CD47 induit une signalisation pro-survie des cellules 
endothéliales. L’interaction entre la TSP1 et le CD47 inhibe de façon compétitive cette 
interaction CD47/VEGFR-2 (Kaur et al., 2010). 
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Figure 11 
Signalisation anti-angiogénique de la TSP1 dépendante des récepteurs CD36 et 
CD47 
A : L’interaction TSP1/CD36 à la surface des cellules endothéliales induit leur apoptose via 
l’activation des récepteurs de mort et l’inhibition de la signalisation pro-survie du VEGF, B : 
l’interaction CD47/VEGFR-2 stimule la survie des cellules endothéliales. Cette interaction 
est inhibée par l’interaction TSP1/CD47 ce qui induit une diminution de la signalisation pro-
survie du VEGF, C : la TSP1 inhibe la signalisation du NO dans les VSMC ce qui induit leur 
relaxation et une diminution du flux sanguin. EC : cellules endothéliales, VSMC : cellules 
musculaires lisses vasculaires, Adapté de (Henkin and Volpert, 2011). 
 
8.3.4 Activation du TGFβ-latent par la TSP1 
 
Le TGFβ est une cytokine impliquée dans plusieurs situations pathologiques dont le cancer 
(Massague, 2008). Il a été montré que la TSP1 est l’activateur majeur du TGFβ in vivo 
(Crawford et al., 1998).  
Le TGFβ est initialement synthétisé sous forme d’une proprotéine homodimérique 
(proTGFβ). Le TGF mature,  issu du clivage enzymatique de la proprotéine dans l’appareil de 
Golgi, reste associé de manière non covalente à son pro-peptide, appelé le peptide associé à 
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la latence (LAP), pour former le TGFβ-latent (LTGFβ). Cette forme de LTGFβ s’associe 
ensuite via des ponts disulfures à la protéine de liaison au LTGFβ (LTBP) pour former le 
complexe de latence large (LLC) qui sera lié de manière covalente à la MEC suite à sa 
sécrétion Figure 12 (Annes et al., 2003, Miyazono et al., 1991). 
 
 
Figure 12 
TGFβ sous sa forme latente 
Rectangles rouges : ponts disulfures, Rectangle bleu : liaison isopeptidique, LAP : peptide 
associé à la latence, LTGFβ : TGFβ-latent, LTBP : protéine de liaison au LTGFβ, LLC : 
complexe de latence large. 
 
La forme latente du TGFβ n’a pas d’interaction ni de fonction connue, elle est incapable de 
se lier aux récepteurs du TGFβ. Néanmoins, le dimère de TGFβ actif peut être libéré du 
LAP par différents mécanismes physiques, chimiques ou biologiques (Munger et al., 1997). Le 
LAP est plus sensible aux conditions de dénaturation (température, pH) que le TGFβ 
(Brown et al., 1990b), ces conditions peuvent se produire in vivo dans certaines régions 
tumorales par exemple. Les espèces réactives de l’oxygène générées lors de l’utilisation de 
radiations ionisantes peuvent également activer le TGFβ (Barcellos-Hoff et al., 1994). 
Cependant, ces mécanismes ne sont pas majoritaires. En 1992 Murphy-Ullrich et al 
découvraient que le TGFβ interagit avec la TSP1 (Murphy-Ullrich et al., 1992). Cette 
interaction se produit avec le LAP du LTGFβ via deux motifs peptidiques, KRFK et le 
WxxW, situés dans répétitions de type I de la TSP1 (Schultz-Cherry et al., 1994, Schultz-
Cherry et al., 1995). Le motif KRFK de la TSP1 entre en compétition avec le motif LSKL du 
LAP ce qui déplace le LAP de son interaction avec la séquence RKPK du TGFb, libère le 
TGFb complètement maturé, ayant la capacité de se lier à ses récepteurs Figure 13 
(Murphy-Ullrich and Poczatek, 2000).  
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Figure 13 
Activation du LTGFβ grâce à l’interaction entre le LAP et la TSP1 
 
La signalisation du TGFβ mature fait intervenir plusieurs voies de transduction Figure 14 
(Horbelt et al., 2012). Le TGFβ mature induit initialement la formation de complexes 
hétéromériques entre ses récepteurs TGFβR-I et -II. Le TGFβR-II transphosphoryle alors le 
TGFβR-I qui phosphoryle à son tour les effecteurs intracellulaires SMAD2 et SMAD3. 
SMAD2/3 ainsi phosphorylés interagissent alors avec SMAD4 et sont transloqués dans le 
noyau où ce complexe active la transcription de ses gènes cibles.  
En parallèle de cette signalisation canonique dépendante des facteurs SMADs, le TGFβ 
mature peut induire par divers mécanismes d’autres voies de signalisation dont ERK, p38 
MAPK, JNK, et Akt/PKB, pouvant déclencher des réponses transcriptionnelles et non 
transcriptionnelles (Zhang, 2009). 
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Figure 14 
Signalisation du TGFβ mature dépendante et indépendante des facteurs SMAD. 
Adapté de (Horbelt et al., 2012). 
 
Le TGFβ régule de nombreuses fonctions biologiques et son rôle est dépendant du contexte 
physiopathologique. Ceci est démontré dans le cancer (Massague, 2008), où le TGFβ joue un 
rôle suppresseur de tumeur dans les stades précoces via un effet cytostatique, pro-
apoptotique, anti-inflammatoire et inhibiteur du microenvironnement tumoral. Cependant, 
lors de la progression tumorale, les signaux oncogéniques modifient la signalisation du TGFβ 
qui va au contraire permettre la motilité des cellules tumorales via l’induction du processus 
de TEM, induire un effet immunosuppresseur et avoir un effet mitogénique.  
Le TGFβ est également un facteur stimulant la fabrication des constituants de la MEC 
essentiels pour l’homéostasie tissulaire et la réparation des blessures, il est d’ailleurs 
impliqué dans de nombreux types de pathologies fibrotiques (Verrecchia and Mauviel, 2007). 
Nous discuterons par la suite de l’importance de la TSP1 pour l’activation du TGFβ dans ces 
différentes situations pathologiques. 
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8.3.5 Modulation de la réponse immunitaire et de l’inflammation 
 
Un des autres grands rôles de la TSP1 est sa capacité à réguler l’immunité innée et 
adaptative ainsi que l’inflammation. En effet, l’interaction TSP1/CD47 inhibe l’activation des 
Lymphocytes T (LT), principaux acteurs de la réponse immunitaire adaptative (Miller et al., 
2013). La TSP1 participe à la modulation immunitaire en induisant la maturation du TGFβ au 
niveau des cellules présentatrices d’antigène (APC), ce qui favorise l’inactivation des LT en 
LT régulateurs (Treg) (Mir et al., 2015).  
Au niveau de la réponse immunitaire innée, des modèles murins déficients pour la TSP1 ont 
permis de montrer que la TSP1 augmente l’inflammation et diminue la capacité de 
phagocytose des macrophages (McMaken et al., 2011). A l’inverse, une autre étude décrit 
que la TSP1 diminuerait l’inflammation intestinale en activant le TGFβ de monocytes, ce qui 
les rend immunosuppresseurs (Fang et al., 2015). Une étude conclut que la TSP1 favoriserait 
le recrutement de macrophages dans les premiers stades de la tumorigenèse (Martin-Manso 
et al., 2008). 
Le rôle de la TSP1 dans l’immunité et l’inflammation est donc complexe car dépendant du 
type cellulaire et du contexte pathologique.  
 
8.4 Pathologies associées à la TSP1 
 
8.4.1 Défaut de cicatrisation 
 
Nous venons de décrire l’implication de la TSP1 dans l’agrégation plaquettaire et l’activation 
du TGFβ-latent. Ces rôles sont essentiels au cours du processus de cicatrisation (Soto-
Pantoja et al., 2014). Cela a été observé notamment à l’aide de souris TSP1-/- qui présentent 
un défaut de cicatrisation (Agah et al., 2002). En effet, ces souris présentent une 
augmentation de la réaction inflammatoire, une densité micro-vasculaire plus élevée que la 
normale ainsi qu’une augmentation du temps nécessaire à la cicatrisation. L’activation du 
TGFβ-latent par la TSP1 aide notamment à induire la prolifération cellulaire nécessaire à la 
reconstruction du tissu endommagé. Tandis que l’interaction TSP1/CD47 permet 
d’empêcher la fibrose qu’induirait une trop forte activation du TGFβ (Soto-Pantoja et al., 
2014).  
 
8.4.2 Maladies cardio-vasculaires 
 
Les maladies cardiovasculaires, particulièrement l’infarctus du myocarde, représentent une 
des premières causes de mortalité dans le monde. Les facteurs à risques sont la cigarette, 
l’hypertension, le diabète, l’obésité ainsi que des facteurs génétiques (Krishna and Golledge, 
2013). La TSP1 agit sur de nombreux types cellulaires et facteurs impliqués dans 
l’homéostasie vasculaire et est impliquée dans plusieurs situations pathologiques. Elle est 
positivement corrélée avec l’athérosclérose (Choi et al., 2012), l’ischémie cardiaque post-
infarctus (Ffrench et al., 1985) et la dysfonction cardiaque (Devaux et al., 2010). 
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Fonctionnellement, la TSP1 peut induire des dysfonctions vasculaires en stimulant de 
manière aberrante la prolifération des cellules musculaires lisses (Roth et al., 1998). Une 
étude chez le cochon a montré que son interaction avec le CD47 aggrave l’état des tissus en 
situation d’ischémie (Isenberg et al., 2008b).   
 
8.5 TSP1 et cancer  
 
Nous venons de détailler l’importance de la TSP1 dans l’agrégation plaquettaire, la migration 
cellulaire, l’inhibition de l’angiogenèse, l’activation du TGFβ-latent, la réponse immunitaire et 
l’inflammation. Or, tous ces mécanismes sont des composantes essentielles de la biologie 
d’une tumeur. De ce fait, l’implication de la TSP1 dans les cancers a été l’objet de 
nombreuses études. Cependant, les conclusions de la littérature diffèrent en fonction du 
type de cancer et sont parfois contradictoires. Il est donc nécessaire de clarifier le rôle de la 
TSP1 afin d’évaluer son intérêt thérapeutique en cancérologie et répondre à plusieurs 
questions : Quelles conséquences doit-on alors attendre de l’expression par une 
tumeur d’un agent anti-angiogénique endogène ? La TSP1 est-elle impliquée dans les 
mécanismes de résistance observés lors des traitements par les anti-angiogéniques 
pharmacologiques ciblant le VEGF ? Quelle est l'importance dans la progression tumorale de 
la capacité de la TSP1 à activer le TGFβ-latent et à réguler la réponse immunitaire ?  
 
8.5.1 Rôle anti-tumoral 
 
Depuis les années 1980, la communauté scientifique a examiné le rôle de la TSP1 dans le 
cancer. Un grand nombre d’études précliniques a montré que l’expression de la TSP1 est 
corrélée avec une inhibition de la croissance tumorale. Selon ces études la TSP1 agirait 
comme un agent suppresseur de tumeur grâce à sa capacité à inhiber l’angiogenèse tumorale, 
et donc la croissance des tumeurs. Cela a notamment été observé dans des modèles de 
cancer de la vessie (Campbell et al., 1998), de glioblastome (Hsu et al., 1996) et de la 
prostate (Jin et al., 2000). Bleuel et al ont décrit que la diminution de l’expression de la TSP1 
par LOH du chromosome 15 stimule l’angiogenèse et entraîne la progression des 
carcinomes de la peau (Bleuel et al., 1999). Plus récemment, les travaux de Tsuchida et al 
montrent que la molécule BMP4 diminue la croissance de xénogreffes de cellules tumorales 
des cervicales, de poumon et de mélanome. Selon les auteurs, l’effet anti-tumoral de la BMP4 
serait dû à une forte diminution de l’angiogenèse tumorale induite par la surexpression de la 
TSP1 (Tsuchida et al., 2013). Quelques travaux ont attribué l’effet inhibiteur de la TSP1 sur la 
croissance tumorale à d’autres mécanismes que son action anti-angiogénique. En effet, celui-
ci serait en partie dû à une action pro-apoptotique induite par sa capacité à activer le TGFβ 
(Miao et al., 2001, Yee et al., 2004). Une autre étude propose une action anti-tumorale de la 
TSP1 dépendante des intégrines dans les cancers du poumon à petites cellules (Guo et al., 
2000). 
Ces études s’appuient sur l’observation que la TSP1 est exprimée en réponse à des facteurs 
suppresseurs de tumeur dont la p53 (Dameron et al., 1994) et PTEN (Giri and Ittmann, 
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1999). Et qu’à l’inverse, la TSP1 est réprimée par des oncogènes dont Myc (Ngo et al., 2000), 
c-Jun (Mettouchi et al., 1994) ou Src (Slack and Bornstein, 1994). Il a été récemment décrit 
que les mécanismes de répression de la TSP1 par des oncogènes étaient différents en 
fonction du type cellulaire. En effet, la TSP1 est réprimée dans les fibroblastes par 
l’inactivation de p53, tandis qu’elle est réprimée dans les cellules épithéliales par l’activation 
de Myc (Watnick et al., 2015).   
Chez les patients, l’expression de la TSP1 a été corrélée avec un bon pronostic dans 
plusieurs cas de cancer, dont les cancers de la vessie (Grossfeld et al., 1997), le mélanome 
(Grant et al., 1998) et les cancers invasifs des cervicales (Kodama et al., 2001b). La quasi-
totalité de ces études relient le pronostic favorable de la TSP1 à son effet anti-angiogénique. 
Ces résultats ont soutenu le développement de peptides issus de la TSP1 pour traiter le 
cancer (Reiher et al., 2002, Miyata et al., 2003). Un de ces peptide, l’ABT-510, a cependant 
échoué en phase II pour le traitement du mélanome et du cancer du rein avancé (Markovic 
et al., 2007, Ebbinghaus et al., 2007). En effet, ce peptide a montré une faible efficacité anti-
tumorale et de trop nombreux effets secondaires.  
 
8.5.2 Rôle pro-tumoral 
 
Bien que la TSP1 ait été largement décrite comme étant un facteur anti-tumoral, d'autres 
travaux conduisent à reconsidérer cette conclusion.  
Une étude de l’équipe a notamment montré que l’expression de la TSP1, dans le modèle de 
glioblastome de rat C6, retarde le démarrage de ces tumeurs mais qu'à terme, la croissance 
de ces tumeurs n’est plus affectée par la TSP1 (Filleur et al., 2001). La mise en place d'une 
résistance à l'expression de la TSP1 a également été mise en évidence dans un modèle de 
cancer de la prostate (Colombel et al., 2005). Cette adaptation de la tumeur à l’effet anti-
angiogénique de la TSP1 ressemble aux mécanismes de résistances induits par les thérapies 
anti-angiogéniques ciblant le VEGF ou ses voies de transduction. En effet, bien que 
continuant à sécréter de la TSP1, les tumeurs s’adaptent en fabriquant plus de facteurs pro-
angiogénique. Un modèle de carcinogenèse induite de la peau a d’ailleurs montré que la TSP1 
est un facteur capable de retarder la croissance tumorale, en supprimant l’angiogenèse, mais 
que cela n’empêche pas la progression tumorale et l’apparition de métastases (Hawighorst et 
al., 2002). La partie de TSP1 contenant les répétitions de type I réduit l’angiogenèse mais 
stimule l’agressivité in vivo de cellules de gliome de rat C6 (de Fraipont et al., 2004). Il est 
donc nécessaire d’examiner tous les effets que peut provoquer la TSP1 et ne pas se limiter à 
son effet sur le démarrage et la croissance des tumeurs. 
Georges Tuszynski a été l’un des premiers à proposer un rôle pro-tumoral pour la TSP1. Il a 
prétraité des cellules tumorales mammaires avec de la TSP1 recombinante et les a injectées 
par voie intraveineuse chez la souris. Les cellules prétraitées à la TSP1 ont eu une plus 
grande capacité à adhérer aux vaisseaux et à former des métastases pulmonaires (Tuszynski 
et al., 1987a). Il a ensuite été montré que la TSP1 augmente l’adhérence des cellules 
d’adénocarcinome mammaire MCF-7 aux cellules endothéliales HUVEC (Incardona et al., 
1995). La TSP1 favorise également la formation d’un embole tumeur/plaquette pouvant à 
terme faciliter l’établissement des métastases (Arnoletti et al., 1995, Clezardin et al., 1991).  
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Ensemble, ces modèles expérimentaux montrent que la TSP1 peut être un acteur potentiel 
de la dissémination métastatique en permettant l’interaction des cellules tumorales avec les 
vaisseaux sanguins.  
En parallèle, des études in vitro ont montré que la TSP1 pouvait stimuler la migration et 
l’invasion de plusieurs types cellulaires tumoraux. Notamment la migration et l’invasion de 
cellules de carcinome squameux (Yabkowitz et al., 1993b, Wang et al., 1995), de cancer du 
sein (Wang et al., 1996) et de gliome (Amagasaki et al., 2001). La TSP1 augmente également 
l’invasion des cellules de cancer de la thyroïde via la stimulation de l’urokinase (Sid et al., 
2008). Enfin, la TSP1 et le TGFβ ont été conjointement impliqués dans la migration de 
lignées tumorales mammaires (Albo et al., 1997) et pancréatiques (Albo et al., 1998).  
La TSP1 est une protéine sécrétée et peut donc potentiellement agir de manière paracrine. 
Yamashita et al ont testé cette hypothèse. Ils suggèrent que la TSP1 produite par des cellules 
tumorales stimule de manière paracrine la migration de cellules n’en produisant pas 
(Yamashita et al., 1998b). Cela pourrait avoir des conséquences dans un contexte tumoral 
car quelques cellules exprimant la TSP1 pourraient ainsi induire la migration des autres. 
Plusieurs modèles d’études précliniques montrent l’implication de la TSP1 dans l’agressivité 
et l’invasion de plusieurs types de cancer. C’est le cas des carcinomes squameux (Castle et 
al., 1991), ainsi que dans les cancers gastriques et pancréatiques via la surexpression de la 
protéine MMP9 (Albo et al., 2002, Qian et al., 2001). La TSP1 est également le facteur le plus 
exprimé lors de l’acquisition d’un phénotype métastatique par une lignée tumorale 
pancréatique (McElroy et al., 2009) et induit l’invasion et la métastase du cancer de la 
thyroïde B-Raf muté (V600E) (Nucera et al., 2010). Un article de l’équipe montre que la 
TSP1 stimule la migration et l’invasion de lignées de cancer de la prostate (Firlej et al., 2011). 
Enfin, des travaux récents ont montré une implication de la TSP1 dans l’agressivité des 
mélanomes via l’induction de la TEM (Jayachandran et al., 2014).  
Chez les patients, le niveau d’expression de la TSP1 est corrélé avec l’agressivité du cancer 
de la vésicule biliaire (Ohtani et al., 1999, Roh et al., 2009), du carcinome squameux de 
l’œsophage (Oshiba et al., 1999), des cancers ovariens agressifs (Kodama et al., 2001a), du 
carcinome cholangiocellulaire intrahépatique (Aishima et al., 2002, Tang et al., 2006) du 
cancer du pancréas (Tobita et al., 2002, Okada et al., 2010), de la prostate (Firlej et al., 2011) 
et du mélanome (Jayachandran et al., 2014). Les patients atteints de cancers gastro-
intestinaux, du sein ou du poumon présentent un taux sanguin de TSP1 2 à 3 fois supérieur 
aux contrôles (Tuszynski et al., 1992). L’invasion veineuse de cellules de cancer colorectal 
est également positivement corrélée avec le taux de TSP1 plasmatique chez les patients 
(Yamashita et al., 1998a).  
 
8.5.3 La TSP1 dans les cancers du sein. 
 
Chez les patientes atteintes de cancer du sein, des études ont montré que la quantité 
d’ARNm de la TSP1 n’était pas corrélée avec la dissémination métastatique  (Wang-
Rodriguez et al., 2003). Une autre étude n’a montré aucune association pronostic de 
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l’expression de la TSP1 en IHC (Linderholm et al., 2004). Cependant, Brown et al ont 
montré que l’expression de TSP1 dans le stroma est retrouvée majoritairement dans les 
cancers du sein invasifs (Brown et al., 1999). De plus, des travaux de l’équipe montrent que 
l’expression de TSP1 corrèle avec une diminution de la survie sans rechute des patientes 
atteintes de cancer du sein (Fontana et al., 2005). Enfin, l’expression de la TSP1 est corrélée 
avec l’invasion et la présence de métastases ganglionnaires (Horiguchi et al., 2013), ainsi 
qu’avec les sous-types de cancer du sein les plus agressifs (TNBC) (Campone et al., 2015). Il 
est contre intuitif qu’un facteur anti-angiogénique tel que la TSP1, largement considéré 
comme de bon pronostic, puisse être de mauvais pronostic. Ces résultats nous invitent à 
reconsidérer le rôle des facteurs anti-angiogéniques et leur impact potentiel dans les 
tumeurs mammaires. 
Comme nous l’avons vu précédemment, la TSP1 stimule l’adhérence des cellules tumorales 
mammaires aux vaisseaux sanguins, et stimule in vitro la migration et l’invasion de ces cellules. 
Or, seules deux études ont décrit le rôle de la TSP1 dans des modèles précliniques de 
tumorigenèse mammaire :  
Dans une première étude, des souris transgéniques capables de développer spontanément 
des tumeurs mammaires sur- ou sous-exprimant la TSP1 ont été développées (Rodriguez-
Manzaneque et al., 2001). Dans ce modèle la TSP1 inhibe la croissance tumorale en réduisant 
la vascularisation tumorale. Cependant, aucune donnée concernant la dissémination 
métastatique de ces tumeurs n’a été décrite. Dans une seconde étude, Yee et al ont utilisé 
un modèle de souris transgéniques Pyt développant spontanément des tumeurs mammaires. 
Ils ont croisé ces souris avec des souris knock-out pour la TSP1 (Yee et al., 2009). Ce 
modèle a permis de démontrer que l’absence totale de TSP1 augmentait la croissance 
tumorale mammaire mais diminuait l’incidence des métastases. Les tumeurs TSP1-/- 
produisent moins de TGFβ actif. Cependant, cette étude ne permet pas de décrire 
précisément les facteurs impliqués dans la dissémination métastatique. 
Ensemble, ces études ne nous permettent pas de conclure sur l’effet de la TSP1 lorsqu’elle 
est exprimée uniquement par les cellules tumorales. Il est également impossible de 
déterminer la part des différentes fonctions de la TSP1 dans les effets pro-métastatiques 
observés par Yee. Les dernières études cliniques semblent montrer que la TSP1 puisse être 
un facteur important dans l’agressivité du cancer du sein. Cependant, les mécanismes 
moléculaires reliant la TSP1 et l’agressivité de ces cancers restent largement inconnus.   
C’est dans ce contexte que s’est inscrit mon projet de thèse dont je vais désormais détailler 
les objectifs. 
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9 Projet de thèse : La TSP1 comme cible dans les 
cancers du sein métastatiques.  
 
9.1 Questions soulevées   
 
Nous venons de décrire plusieurs études qui ont relié l’expression de la TSP1 à l’agressivité 
de certains types de cancers. Cependant, il manque encore de nombreuses données quant à 
son véritable mode d’action. Dans les cancers du sein, plusieurs travaux concluent que la 
TSP1 serait de bon pronostic, en proposant que son rôle anti-angiogénique ralentisse la 
croissance tumorale. Or, des études cliniques récentes montrent qu’au contraire la TSP1 
serait un facteur de mauvais pronostic dans ces cancers. De plus, des travaux antérieurs de 
l’équipe ont montré que, chez des patientes atteintes de cancer du sein, la TSP1 est corrélée 
avec une diminution de la survie sans rechute.  
Dans ce contexte, ma thèse a eu pour premier objectif de clarifier le rôle de la TSP1 dans les 
cancers du sein et comme deuxième objectif de décrypter plus précisément les mécanismes 
d’action de la TSP1 dans cette pathologie.  
Mes premiers résultats ont montré que la TSP1 était absente dans la glande mammaire saine 
et était fortement exprimée dans les cancers du sein. De plus, son niveau d’expression était 
positivement corrélé avec le grade tumoral et les sous-types les plus agressifs. Suite à ces 
observations, mon objectif a été de répondre aux questions suivantes : 
 Quels mécanismes sont à l’origine de la forte expression de la TSP1 dans les cancers 
du sein ?  
 La forte expression de la TSP1 dans les cancers du sein est-elle une conséquence de 
la tumorigenèse ? Ou un facteur promoteur de la progression des tumeurs 
mammaires ? 
 À quelles étapes de la tumorigenèse et/ou du processus d’invasion tumorale la TSP1 
serait-elle impliquée ?  
 
La TSP1 est une protéine complexe dont le rôle dans les cancers est particulièrement 
compliqué à déchiffrer de par ses nombreux rôles. En effet, la TSP1 est un facteur anti-
angiogénique endogène majeur pouvant contribuer à l’hypoxie intra-tumorale et la TSP1 
module la migration et l’invasion de nombreux types cellulaires, normaux et tumoraux, via 
son interaction avec de nombreux partenaires protéiques. De plus, la TSP1 est un activateur 
majeur du TGFβ, l’un des facteurs clés de la TEM. 
Des travaux récents montrent que l’hypoxie intra-tumorale et la TEM contribuent de 
manière importante à augmenter l’agressivité des cancers du sein et à augmenter leur 
résistance aux traitements. Les voies de réponse à l’hypoxie et la TEM sont d’ailleurs la cible 
de nombreuses thérapies ciblées en cours de développement. Dans ce contexte, Je me suis 
intéressé au cours de ma thèse au rôle que pouvait jouer la TSP1 sur ces paramètres. J’ai 
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invalidé séparément la fonction anti-angiogénique de TSP1 et sa fonction d’activateur du 
TGFβ-latent pour répondre à plusieurs questions : 
 La TSP1 contribue-t-elle directement à induire la TEM des cellules tumorales 
mammaires ? 
 La fonction d’activation du TGFβ-latent par la TSP1 joue-t-elle un rôle dans les 
tumeurs mammaires ? 
 La TSP1 étant un facteur anti-angiogénique endogène majeur, induit-elle de l’hypoxie 
dans les tumeurs mammaires ? Si oui, l’hypoxie induite par la TSP1 est-elle un facteur 
promoteur de l’agressivité tumorale ? 
 Est-ce que la fonction anti-angiogénique de la TSP1 récapitule la totalité de son action 
sur les tumeurs ? Ou peut-on séparer différentes fonctions de la TSP1 et leurs 
conséquences ? 
La complexité du rôle de la TSP1 vient également du fait que cette dernière est une protéine 
sécrétée pouvant agir de manière autocrine et/ou paracrine en fonction de ses cibles :  
 Est-il possible de déterminer les fonctions autocrines et paracrines de la TSP1 dans la 
tumorigenèse ? Quelles sont les implications dans une pathologie où les cross-talks 
tumeur primaire/microenvironnement/métastase sont nombreux ?  
Enfin, l’ensemble de mes travaux a eu pour dernier objectif de déterminer si cibler la TSP1 
serait une stratégie thérapeutique envisageable. Cela soulève plusieurs questions, 
notamment : 
 Est-ce que la TSP1 est un facteur dont l’importance est suffisante pour proposer une 
nouvelle stratégie thérapeutique par rapport aux approches existantes dans le cancer 
du sein ?  
 Quels pourraient être les avantages d’une thérapie anti-antiangiogénique ?  
Je vais maintenant décrire succinctement les méthodes mises en œuvre au cours de ma 
thèse pour tenter de répondre à ces questions.  
    
9.2 Méthodologie 
 
Pour décrire les rôles joués par la thrombospondine-1 dans le cancer du sein, nous avons 
combiné plusieurs techniques. Celles-ci nous ont permis d’observer non seulement l’effet de 
la TSP1 sur des phénomènes tels que la migration cellulaire in vitro et la TEM, mais aussi son 
implication dans la tumorigenèse, la régulation de l’angiogenèse tumorale et la dissémination 
métastatique. Nous avons également analysé des échantillons issus de tumeur mammaires et 
de métastase de patientes. 
Pour cela nous avons sélectionné des lignées tumorales mammaires murines et humaines 
capables de former des métastases pulmonaires in vivo. Nous avons principalement utilisé la 
lignée tumorale mammaire murine 4T1 afin de pouvoir réaliser nos études avec des souris 
syngéniques non-immunodéprimées.  
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L’expression de la TSP1 a été modifiée dans ces cellules à l’aide de différents outils 
moléculaires. Nous avons notamment utilisé des ARN interférents (siRNA) et des petits 
ARN en épingle à cheveux (shRNA) pour diminuer l’expression de l’ARNm de la TSP1 
respectivement de manière transitoire et stable. Nous avons également utilisé des plasmides 
permettant d’augmenter le niveau d’expression de la TSP1. Des outils de genome editing 
nous ont permis d’augmenter la transcription du gène de la TSP1 (CRISPR-ON).  
Les outils de genome editing nous ont également permis de réaliser des knock-out 
spécifiques de différentes fonctions de la TSP1 en modifiant directement la séquence 
nucléotidique de son gène. Cette méthode fera d’ailleurs l’objet d’une publication.  
Nos expériences ont apporté un certain nombre de réponses quant à l’implication de la 
TSP1 dans l’agressivité des cancers du sein. Ces résultats ont permis la réalisation et la 
soumission du manuscrit ci-après.  
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9.3 Article - L’hypoxie induite par la Thrombospondine-1 déclenche 
la dissémination métastatique dans le cancer du sein.  
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9.4 Conclusion de l’article 
 
Nos résultats montrent que chez les patientes atteintes de cancers du sein, le niveau 
d’expression de la TSP1 est de bon pronostic dans les stades précoces mais de mauvais 
pronostic dans les stades avancés. La TSP1 est d’ailleurs retrouvée exprimée dans la grande 
majorité des tumeurs mammaires métastatiques analysées, ainsi que dans leur métastase 
hépatique associée. La TSP1 est également corrélée avec l’agressivité des lignées tumorales 
mammaires.  
Dans ces lignées, nous montrons un nouveau mode de régulation de la TSP1. Nous avons 
observé que l’hypoxie et le TGFβ induisent l’expression de la TSP1 qui, dans une boucle 
d’autoamplification, induit à son tour de l’hypoxie et active le TGFβ. Nous montrons que la 
TSP1 joue alors un rôle promoteur de l’agressivité tumorale : 
 L’inhibition de la TPS1 diminue la TEM des cellules tumorales mammaires. Ceci est 
corrélé avec une diminution de leur capacité à migrer, à extravaser et à former des 
métastases in vivo.  
 L’expression de la TSP1 par les cellules tumorales est indispensable pour accomplir la 
totalité du processus métastatique. 
 L’inhibition de la TSP1 diminue l’hypoxie intra-tumorale, normalise la vascularisation, 
et augmente significativement l’efficacité des traitements chimiothérapeutiques. 
L’inactivation de fonctions spécifiques de la TSP1 nous a ensuite permis de comprendre les 
mécanismes pro-métastatiques de la TSP1. Nos données montrent que l’activation du TGFβ 
par la TSP1 induit la migration et l’extravasation des cellules tumorales mammaires. De 
manière inattendue, cette fonction ne stimule pas la formation de métastase mais participe à 
l’immunosuppression. A l’inverse, l’interaction de la TSP1 avec son récepteur CD36 n’est pas 
impliquée dans la migration et l’extravasation des cellules tumorales mammaires. Cependant, 
l’hypoxie intra-tumorale induite par l’interaction TSP1/CD36 stimule fortement la 
dissémination métastatique. 
Ensemble nos résultats montrent que la TSP1 induit la migration, l’extravasation et la TEM 
des cellules tumorales mammaires ce qui contribue à l’agressivité de ce type de cancer. La 
fonction d’activation du TGFβ par la TSP1 participe à l’immunosuppression dans nos 
modèles de tumeur. De plus, l’hypoxie intra-tumorale induite par la TSP1, et non sa capacité 
à activer le TGFβ, est le promoteur majeur de la dissémination métastatique in vivo. Nous 
proposons donc la TSP1 comme nouvelle cible anti-antiangiogénique pour normaliser la 
vascularisation tumorale, diminuer l’hypoxie, diminuer la dissémination métastatique et 
augmenter l’efficacité thérapeutique des chimiothérapies.  
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10 Discussion et conclusion 
 
Nous avons vu que la TSP1 est une plateforme de signalisation matri-cellulaire et un puissant 
agent anti-angiogénique endogène (Rusnati et al., 2010). Elle est sécrétée dans la MEC ce qui 
lui permet de jouer un rôle de signalisation local (Bornstein, 1995). De plus, elle interagit 
simultanément avec de nombreux partenaires (Resovi et al., 2014) et induit un grand 
nombre de réponses cellulaires dans des situations physiologiques et pathologiques.  
Exprimée par les cellules murales des vaisseaux sanguins la TSP1 permet la quiescence des 
cellules endothéliales, et la stabilisation vasculaire via la prolifération et la migration des 
VSMC (Rogers et al., 2014). Lors de la cicatrisation, la TSP1 est sécrétée en grande quantité 
par les plaquettes et intervient à presque tous les niveaux du processus de réparation 
tissulaire (Agah et al., 2002, Soto-Pantoja et al., 2014) : elle stimule l’agrégation plaquettaire 
et inhibe la néo-angiogenèse, ce qui permet la mise en place de nouveaux vaisseaux de 
manière contrôlée. De plus, via l’activation du TGFβ-latent, la TSP1 régule la prolifération du 
tissu conjonctif et contrôle l’inflammation.  
Physiologiquement, la TSP1 est donc un gardien de l’homéostasie vasculaire et la plateforme 
de réponse majeure au stress lors des blessures. Cette induction est largement bénéfique 
pour les blessures de la peau. Cependant, les conséquences de l’expression de la TSP1 dans 
certaines situations pathologiques peuvent être parfois délétères. En effet, lors d’une 
ischémie sévère ou d’un arrêt cardiaque, les tissus se retrouvent dans une situation 
hypoxique. Dans ces situations la TSP1 est stimulée. Elle retarde alors la réparation des 
tissus, en inhibant la néo-vascularisation, et, sécrétée par les plaquettes en réponse à la 
thrombine, et en stimulant la prolifération des cellules murales, elle participe à la formation 
de thrombus vasculaires (Krishna and Golledge, 2013).  
Les tumeurs ont souvent été comparées à des blessures ne se guérissant pas (Dvorak, 2015). 
En effet, leur microenvironnement est très proche de celui d’une blessure, caractérisé par 
une inflammation active, par une forte dysfonction vasculaire induisant des hémorragies et de 
l’hypoxie et par une réaction fibrotique massive. De plus, par sa nature proliférative, la 
tumeur active de manière chronique des stress tissulaires sans parvenir à une phase de 
résorption. Or, dans ce cas de figure la TSP1 peut être induite de manière non contrôlée et 
modifier le cours de la pathologie tumorale. Les cellules tumorales expriment de nombreux 
récepteurs, dont des récepteurs de la TSP1, lui permettant d’induire des réponses directes 
sur les cellules tumorales (Jeanne et al., 2015).  
Depuis la découverte de la TSP1, de nombreuses études ont cherché à décrypter les rôles 
que celle-ci pouvait jouer dans les cancers. Des études ont montré que la TSP1 était 
exprimée en réponse à des facteurs suppresseurs de tumeur, et réprimée en réponse à des 
signaux oncogéniques (Henkin and Volpert, 2011). Des études précliniques ont notamment 
montré que la TSP1 était un acteur majeur du switch angiogénique (Campbell et al., 1998, 
Hsu et al., 1996, Jin et al., 2000). Ces études établissent que la perte de la TSP1 est un des 
événements permettant le développement d’une vascularisation venant soutenir la 
croissance tumorale. En clinique, la TSP1 a alors été largement décrite comme un facteur de 
bon pronostic dans de nombreux cancers dont les cancers de la vessie, le mélanome et les 
cancers invasifs des cervicales (Grossfeld et al., 1997, Grant et al., 1998, Kodama et al., 
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2001b). Dans un contexte où, suite aux travaux de Judah Folkman, l’angiogenèse était 
devenue une cible thérapeutique majeure en cancérologie (Hanahan and Folkman, 1996, 
Folkman et al., 1971), l'expression de la TSP1 a toujours été associée à une diminution de la 
densité vasculaire. Limitée à sa seule fonction anti-angiogénique, la TSP1 a alors été très 
majoritairement considérée comme un facteur anti tumoral.   
La perception des agents anti-angiogéniques par la communauté scientifique a cependant 
évoluée depuis ces dernières années. Développés dans le but d’asphyxier les tumeurs, les 
inhibiteurs pharmacologiques de l’angiogenèse, ciblant le VEGF et ses voies de transduction, 
augmentent la survie sans progression de la maladie dans de nombreux cas de cancers 
(Vasudev and Reynolds, 2014). Cela prouve que ces agents ont bien un effet sur la 
vascularisation et peuvent avoir une action anti-tumorale. Néanmoins, ces agents ont échoué 
en clinique à augmenter la survie globale des patients. Cet échec peut être dû au fait qu’ils ne 
sont pas assez efficaces pour induire de l’hypoxie et tuer les cellules tumorales. Ou bien 
parce que les résistances induites par l’hypoxies sont trop importantes et provoquent une 
augmentation du phénotype agressif des tumeurs (Ebos et al., 2009b).  
L’impact des traitements anti-angiogéniques pharmacologiques sur l’agressivité tumorale a 
fait l’objet de plusieurs études. Comparativement, on connait mal l’importance de la 
régulation de l’angiogenèse par les facteurs anti-angiogéniques endogènes, tels que la TSP1, 
lorsqu’ils sont produits par les tumeurs. De nombreuses études montrent que la TSP1 a un 
rôle plus complexe que son seul rôle antiangiogénique. De nombreux cancers, notamment 
de hauts grades, expriment la TSP1. Ceci va à l’encontre des travaux décrivant la TSP1 
comme un gène suppresseur de tumeur perdu au cours de la tumorigenèse. De plus, 
certaines tumeurs ont montré une capacité à s’adapter pour outrepasser l’effet anti-
angiogénique de la TSP1 (Fontana et al., 2005, Filleur et al., 2001). En parallèle, et de manière 
complètement indépendante de l’angiogenèse, des études in vitro ont montré que la TSP1 
stimule la migration et l’invasion de nombreux types cellulaire (Yabkowitz et al., 1993b, 
Amagasaki et al., 2001, Sid et al., 2008, Albo et al., 1998). In vivo, la TSP1 participe à 
l’agressivité de plusieurs types de tumeurs (Albo et al., 2002, Qian et al., 2001, McElroy et 
al., 2009, Nucera et al., 2010, Firlej et al., 2011, Tuszynski et al., 1987a). Enfin, l’expression 
de la TSP1 a été corrélée en clinique à l’agressivité de plusieurs types de cancers dont le 
cancer de la vésicule biliaire, le carcinome squameux de l’œsophage, les cancers ovariens 
agressifs, le mélanome et le cancer de la prostate (Roh et al., 2009, Oshiba et al., 1999, 
Kodama et al., 2001a, Jayachandran et al., 2014, Firlej et al., 2011).  
Malgré ces travaux, dont certains datent d'il y a presque 30 ans, la vision du rôle de la TSP1 a 
mis longtemps à évoluer, essentiellement du fait des dogmes entourant l’angiogenèse ont 
longtemps prévalu. De plus, les études qui ont examiné l’effet de la TSP1 in vivo se sont 
généralement focalisées sur la croissance tumorale, sans étudier son impact sur l’invasion et 
la métastase. Depuis, les exemples montrant l’association de la TSP1 avec l’agressivité 
tumorale se sont accumulés tandis que parallèlement l'hypothèse d'un rôle pro-métastatique 
de l'hypoxie induite par les anti-angiogéniques pharmacologiques se renforçait. 
Cependant, bien que quelques études aient commencé à apporter des pistes, la description 
des mécanismes pro-tumoraux de la TSP1 se limite le plus souvent à des corrélations. Il est 
donc essentiel de clarifier les mécanismes conduisant à l’expression de la TSP1 dans les 
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tumeurs. De plus, il est nécessaire de déterminer si un facteur anti-angiogénique endogène 
peut devenir promoteur de la progression et de l’invasion tumorale.     
Dans les cancers du sein, les inhibiteurs pharmacologiques de l’angiogenèse se sont montré 
très inefficaces quel que soit l’essai clinique (Vasudev and Reynolds, 2014). La réponse à 
l’hypoxie tumorale et des résistances à ces traitement sont donc certainement très 
importante dans ce type de tumeur. Plutôt que d’essayer par tous les moyens de contourner 
ces résistances, nous avons donc pris le problème sous un autre angle et examiné le rôle de 
la TSP1 dans ces cancers. Les études cliniques conduites à ce jour ont décrit que l’expression 
de la TSP1 par les tumeurs mammaires était corrélée avec l’invasion ganglionnaire (Horiguchi 
et al., 2013) et les sous-types de cancer du sein agressifs (Campone et al., 2015). Des travaux 
antérieurs de l’équipe ont notamment montré que l’expression de la TSP1 est corrélée avec 
une inhibition de l'angiogenèse et avec une diminution de la survie sans rechute des patientes 
(Fontana et al., 2005). Au cours de ma thèse, j’ai dans premier temps montré que 
l’expression de la TSP1 était absente dans le tissu sain. Cependant, son niveau d’expression 
en protéine est variable en fonction des tumeurs et corrèle avec la progression tumorale. En 
effet, la TSP1 est positivement corrélée avec le grade tumoral, l’index mitotique, la nécrose 
et est plus exprimée dans le sous type moléculaire agressif TNBC. Ces données montrent 
que l’expression de la TSP1 est augmentée dans les cancers du sein. Cette observation 
n'indique cependant pas si celle-ci est une simple conséquence de la progression tumorale ou 
si elle la promeut. Nous avons également utilisé des données extraites de plus de 4000 puces 
à ADN de tumeurs du sein. Nos analyses montrent que l'expression (en ARNm) de la TSP1 
est de bon pronostic chez les patientes ayant un cancer de bas grade, mais devient de 
mauvais pronostic chez les patientes de haut grade. À ma connaissance, les études qui 
décrivent une inversion du pronostic lié à l'expression d'un marqueur au cours de la 
progression tumorale sont rares. Un exemple connu est le TGFβ qui est initialement un 
facteur protecteur de la tumorigenèse mammaire, mais qui se converti rapidement en 
promoteur et participe à l’activation du microenvironnement tumoral (Taylor et al., 2011, 
Hachim et al., 2016). 
Expérimentalement, le rôle de la TSP1 dans les tumeurs mammaires a été largement étudié 
in vitro mais peu d’études ont modélisé son implication in vivo. Deux études ont montré que 
la TSP1 retarde le développement de tumeurs spontanées en inhibant l’angiogenèse 
(Rodriguez-Manzaneque et al., 2001, Yee et al., 2009). Ces études, réalisées dans des souris 
knock-out pour la TSP1, sont intéressantes car elles modélisent le démarrage d’une tumeur. 
Ces résultats sont en adéquation avec nos données cliniques en accord avec l'idée qu'aux 
premiers stades de la tumorigenèse, l’angiogenèse est requise et que l’expression de TSP1 
qui l’inhibe est donc de bon pronostic. Il reste à déterminer les mécanismes induisant 
l’augmentation d’expression de la TSP1 au cours de la progression tumorale et à expliquer 
pourquoi dans les stades plus avancés de la maladie, la TSP1 est de mauvais pronostic.  
Nos marquages d’IHC sur les tumeurs de patientes montrent que l’expression de la TSP1 est 
très souvent localisée au niveau des cellules tumorales. L’étude de Yee et al montre que la 
TSP1 favorise la dissémination métastatique. Cependant, leur modèle ne permet pas 
d'étudier la contribution spécifique de la TSP1 produite par les cellules tumorales elles-
mêmes. Nous avons donc développé un modèle nous permettant d’étudier l’effet de 
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l’expression de TSP1 produite exclusivement par des cellules tumorales agressives, sur la 
progression et la dissémination métastatique.  
In vitro, nous avons montré que l’expression de la TSP1 est augmentée dans les lignées de 
cancer du sein les plus agressives, particulièrement celles du sous-types TNBC. Cela va 
contre l’idée que la TSP1 est diminuée au cours de la carcinogenèse. Nous avons choisi de 
travailler majoritairement sur les lignées tumorales mammaires murines 4T1 et 67NR 
(Pulaski and Ostrand-Rosenberg, 2001, Aslakson and Miller, 1992). Ces deux lignées sont 
issues de la même tumeur primaire. De manière intéressante, les 67NR, non métastatiques, 
expriment peu la TSP1, tandis que les 4T1, hautement métastatiques et de sous type TNBC, 
expriment fortement la TSP1. Nous avons montré que les 67NR migrent peu in vitro en 
comparaison des 4T1. De plus, augmenter ou diminuer le niveau d’expression de la TSP1 
dans ces lignées affecte proportionnellement leur capacité à migrer et à extravaser. Ceci a 
été confirmé dans la lignée humaine triple négative MDA-MB-231. Vis-à-vis de la littérature 
les résultats que nous avons obtenus étaient plutôt attendus. 
Il est largement admis que l’hypoxie dans les tumeurs augmente lorsque celles-ci dépassent 1 
à 2 mm de diamètre. L'hypoxie est un stress majeur qui induit l'expression de différents 
facteurs, en particulier le VEGF. L'angiogenèse induite par le VEGF permet normalement la 
sortie de l'état hypoxique, et le niveau de VEGF en normoxie revient à l'état basal. La 
situation est très différente en ce qui concerne la TSP1 puisque nous avons montré, dans la 
lignée 4T1, que l’hypoxie augmente l’expression de la TSP1 (Osada-Oka et al., 2008, Favier 
et al., 2005, Phelan et al., 1998). Du fait de son activité antiangiogénique, la TSP1 à son tour 
augmente l'hypoxie. Il n'y a donc pas ici de mécanisme de feed-back comme dans le cas du 
VEGF mais au contraire une boucle d'autoamplification qui maintient le niveau de TSP1 et 
entretient la situation hypoxique.  Ces résultats sont en accord avec des données récentes 
montrant que la TSP1 est une cible du facteur de réponse à l’hypoxie HIF-2α (Shimoda and 
Kuebler, 2016). De plus, nos données montrent que le TGFβ stimule également la 
production de la TSP1 qui active elle-même le TGFβ-latent, créant une seconde boucle 
d'autoamplification. Ces deux boucles d'autoamplification participent donc au maintien et à 
l'augmentation de l'expression de la TSP1 au cours de la progression tumorale, 
indépendamment de sa régulation par les oncogènes et les suppresseurs de tumeurs. Les 
stratégies anti-angiogéniques pharmacologiques ayant pour but d’induire de l’hypoxie, il 
serait intéressant de mesurer si ces traitements peuvent alors être des facteurs 
d’amplification de la boucle TSP1/TGFβ/Hypoxie que nous venons de décrire et participer à 
la résistance et à l’agressivité des tumeurs. 
Afin de pouvoir étudier l’effet d’une inhibition de la TSP1 sur la dissémination métastatique in 
vivo, nous avons construit des lignées 4T1 exprimant de manière stable un shRNA contrôle 
(4T1shC) ou dirigé contre la TSP1 (4T1shT). Nos données montrent que si la TSP1 est sans 
effet sur la prolifération des cellules 4T1, elle est essentielle pour la migration, l’invasion en 
mammosphères, et la capacité d’extravasation dans les poumons de ces cellules. Dès 1987, 
Tuszynski avait décrit que le prétraitement de cellules tumorales mammaires par la TSP1 
augmente leur capacité d’extravasation (Tuszynski et al., 1987a). Il a été par la suite montré 
que la TSP1 stimule leur adhésion aux cellules endothéliales (Incardona et al., 1995). Nous 
montrons ici que l’expression de la TSP1 par les cellules tumorales mammaires suffit à 
augmenter leur capacité d’extravasation. Cependant, il restait à déterminer si ce mécanisme 
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était dû uniquement à la capacité de la TSP1 à augmenter l’adhérence cellulaire, ou si 
d’autres types de régulations cellulaires étaient impliquées. La TSP1 étant l’activateur majeur 
du TGFβ (Crawford et al., 1998) qui est lui-même un activateur du processus de TEM 
(Gonzalez and Medici, 2014), nous avons voulu déterminer si la TSP1 pouvait réguler 
l’agressivité des 4T1 via la TEM.   
Les 4T1 sont décrites comme des cellules épithéliales. Cependant, elles expriment plusieurs 
marqueurs mésenchymateux suggérant que ces cellules aient déjà en partie effectué la TEM. 
Nous avons observé que l’inhibition de la TSP1 dans la lignée 4T1 suffit à réprimer des 
marqueurs et facteurs de transcriptions importants de la TEM. La TSP1 renforce donc le 
phénotype mésenchymateux des cellules tumorales mammaires et ce qui stimule à priori leur 
capacité de migration et d’extravasation. Des observations similaires ont été faites dans les 
mélanomes métastatiques suggérant que cette action puisse être généralisables à plusieurs 
types de cancer (Jayachandran et al., 2014). 
Jusqu’ici les résultats obtenus nous ont paru tout à fait logique compte tenu de la littérature 
abondante reliant la TSP1 avec la migration cellulaire ainsi que le TGFβ et la TEM.  
Par la suite, des expériences de tumorigenèse nous ont montré que l’inhibition de la TSP1 
(4T1shT) augmente de manière significative la quantité de vaisseaux. De plus, la couverture 
péricytaire de ces vaisseaux est de meilleure qualité, les rendant plus fonctionnels. 
L’inhibition de la TSP1 induit donc une normalisation vasculaire et cela a pour conséquence 
de diminuer l’hypoxie intra-tumorale. Il aurait été attendu que ces tumeurs 4T1shT, mieux 
vascularisées que les tumeurs 4T1, aient une meilleure croissance. Nous n’avons cependant 
pas observé de différence. Cela suggère que les 4T1 soient des cellules déjà relativement 
indépendantes de l’angiogenèse pour leur prolifération.  
Or, ce que nous a surtout montré cette expérience est que l’inhibition de la TSP1 diminue 
de manière considérable la dissémination métastatique des 4T1. En soi, ce résultat décrit un 
mode d’action pro-métastatique de la TSP1, jamais observé dans les cancers du sein. Devant 
ce résultat beaucoup de questions se sont posées. Notamment qu’elle est la part de 
l’hypoxie et qu’elle est la part du TGFβ induit par la TSP1 dans la dissémination métastatique. 
Nous avons alors réalisé le knock-out de la fonction d’activation du TGFβ par la TSP1. Cela 
a été possible en insérant des mutations dans l’ADN génomique de la TSP1 grâce à des 
méthodes de genome editing dans le modèle 4T1 (4T1mTGFβ). De la même manière nous 
avons réalisé des mutations dans le site d’interaction de la TSP1 avec son récepteur CD36 
(4T1mCD36), principal acteur de son rôle anti-angiogénique (Jimenez et al., 2000).   
Firlej et al avaient démontré que la migration des cellules cancéreuses prostatiques est 
dépendante de l’interaction TSP1/CD36 (Firlej et al., 2011). Nous montrons dans le modèle 
4T1 que la fonction d’activation du TGFβ par la TSP1, et non l’interaction avec le CD36, est 
impliquée dans la migration et l’extravasation des 4T1. Greffées in vivo, les cellules 
4T1mTGFβ forment des tumeurs qui régressent spontanément après plusieurs jours. Ces 
tumeurs n’ont pas formé de métastases, probablement du fait qu’elles n’aient pas pu croître. 
De manière inattendue, dans des souris immunodéprimées, ces cellules forment des tumeurs 
et sont capable de former des métastases spontanées bien qu’elles ne migrent que très peu 
in vitro.   
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Ces résultats nous apportent plusieurs informations importantes sur l’implication du couple 
TSP1/TGFβ dans les tumeurs mammaires agressives. Premièrement, le TGFβ régule la 
réponse immunitaire anti-tumorale de l’hôte. Ceci dans la mesure où les tumeurs 
4T1mTGFβ ne sont capables de croître et de former des métastases que dans un fond 
génétique « nude », déficient pour l’immunité adaptative. Or, le contrôle de l’immunité par 
les tumeurs est une caractéristique essentielle de la progression tumorale et nous montrons 
qu’elle est régulée par le couple TSP1/TGFβ. Deuxièmement, bien que les cellules 
4T1mTGFβ ne soient pas capables de migrer in vitro et ont une capacité d’extravasation 
réduite, d’autres paramètres ont restauré in vivo l’agressivité de ces cellules. Plusieurs 
hypothèses sont possibles devant ce résultat. Soit le TGFβ a pu être activé par d’autres 
facteurs que la TSP1. Nous allons le tester prochainement en mesurant le TGFβ activé dans 
ces tumeurs.  Soit l’activation du TGFβ par la TSP1 n’est pas nécessaire pour induire la 
dissémination métastatique des 4T1 et, dans ce cas, un autre mécanisme a permis de 
restaurer la capacité à métastaser de ces cellules. Il est notamment possible que l’hypoxie 
elle-même soit suffisante pour induire une telle réponse. 
Des expériences in vitro de tubulogenèse (HUVEC) nous ont montré que la TSP1 exprimée 
par les tumeurs 4T1mTGFβ est toujours anti-angiogénique. A terme la production de TSP1 
pourrait induire de l’hypoxie intra-tumorale et stimuler leur capacité à métastaser. Pour 
tester cette hypothèse, nous avons testé la capacité des 4T1 à migrer in vitro dans des 
conditions hypoxiques. Le résultat de cette expérience montre que l’hypoxie suffit à 
augmenter la capacité migratoire des 4T1. Cependant, ce résultat ne nous permet pas de 
savoir si l’hypoxie générée in vivo est suffisante pour induire la dissémination métastatique. 
En parallèle, nous avons injectées in vivo les cellules 4T1mCD36, inactivées pour la fonction 
anti-angiogénique de la TSP1. Contrairement aux 4T1mTGFβ, celles-ci forment des tumeurs 
dont la croissance est similaire aux 4T1 parentales. Les tumeurs 4T1mCD36 ont une 
vascularisation normalisée et sont très faiblement hypoxiques. De manière remarquable, 
alors que nous avons démontré que ces cellules sont capables de migrer in vitro et 
d’extravaser, celle-ci se sont montrées incapables de former des métastases in vivo. L’hypoxie 
induite par l’interaction TSP1/CD36 est donc un paramètre essentiel pour déclencher la 
métastase in vivo et serait une explication possible de l’échec actuel des stratégies anti-
angiogénique en clinique.      
Il est connu que les tumeurs sont hétérogènes et sont constituées de régions exprimant des 
niveaux d’expression de TSP1 variables, ainsi que des zones localisées d’hypoxie. La TSP1 
étant sécrétée, nous voulions tester si des cellules TSP1+ pouvaient stimuler l’invasion in vivo 
de cellules TSP1- lorsqu’elles étaient mélangées. De manière intéressante, dans des 
conditions expérimentales où les cellules sont contraintes à une certaine proximité : en 
migration 2D (données non montrées), en mammosphère ou en test d’extravasation, les 
cellules TSP1+ sont capables de restaurer en partie la capacité de migration et d’invasion des 
cellules TSP1-. Nous avons ensuite greffé en MFP ces mélanges de cellules. Or, lorsque les 
cellules doivent former des métastases à distance en effectuant un processus métastatique 
complet, seules les cellules TSP1+ sont capables de former des métastases. Ensemble ces 
résultats montrent que la TSP1 peut augmenter localement l’agressivité des cellules 
tumorales, et est un véritable prérequis pour permettre une dissémination métastatique 
complète.  
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Les CTC étant isolées des autres cellules tumorales dans la circulation sanguine, on peut 
émettre l’hypothèse que les cellules TSP1+ soient incapables de stimuler l’invasion et 
l’extravasation des cellules TSP1-. Des techniques développées récemment nous permettent 
d’étudier le phénotype des CTC. De manière intéressante, les CTC dans les cancers du sein 
expriment des marqueurs de la TEM chez les patients. Ces résultats suggèrent que la TEM 
serait importante au moins pour les étapes de la dissémination dans la circulation sanguine 
(Krawczyk et al., 2014). Il serait intéressant de caractériser in vivo et chez les patientes 
l’expression de la TSP1 dans les CTC afin de confirmer cette hypothèse. Une autre 
hypothèse serait que la TSP1 favorise la formation d’un embole cellule tumorale/plaquette et 
facilite ainsi leur sortie de la vascularisation.  
Bien que nous n’ayons pas pu tester ces hypothèses, nous avons néanmoins pu apporter 
quelques éléments de réponses. En effet, l’expression de la TSP1 a pu être mesurée en IHC 
dans les tumeurs mammaires et les métastases hépatiques associées d’une cohorte de 31 
patientes. De manière intéressante, 90,3% des tumeurs métastatiques expriment la TSP1 
dans les cellules tumorales. Cela montre une corrélation importante entre l’expression de la 
TSP1 et la dissémination métastatique. De plus, chez deux tiers des patientes la TSP1 est 
exprimée à la fois dans la tumeur primaire et la métastase associée. Cela suggère que 
l’expression de la TSP1 est un facteur promoteur de la dissémination métastatique chez les 
patientes. 
En résumé, grâce à des méthodes d’inactivation de fonctions spécifiques de la TSP1 et à des 
mélanges de cellules TSP1+ et TSP1-, il nous a été possible de montrer que l’expression de 
la TSP1 par les cellules tumorales mammaires, augmente leur agressivité, en partie en 
induisant la TEM dans ces cellules, et est essentielle que celles-ci puissent parvenir à 
effectuer une dissémination métastatique complète. De plus, l’hypoxie induite par la TSP1 est 
le déclencheur majeur de la dissémination métastatique des cellules tumorales mammaires, 
et sa capacité à activer le TGFβ induit une forte diminution de la capacité immunitaire anti-
tumorale de l’hôte.  
Dans d’autres études, le TGFβ a été impliqué dans plusieurs étapes de la dissémination 
métastatique (Padua and Massague, 2009). Même si l’activation du TGFβ par la TSP1 ne 
semble pas impliqué dans la dissémination métastatique dans notre modèle celui-ci a 
néanmoins d’autres implications dans la tumorigenèse mammaire. En effet, le TGFβ participe 
à renforcer l’expression de marqueurs mésenchymateux dans les cellules 4T1 et des travaux 
ont notamment montré que cela participe à la résistance aux drogues dans ce modèle 
(Bandyopadhyay et al., 2010). Dans d’autres modèles de tumeurs mammaires humaines, le 
TGFβ a été associé à la stimulation de la TEM et de la dissémination métastatique (Gupta 
and Srivastava, 2014). Il est donc impossible d’exclure la participation dans la dissémination 
métastatique des cancers du sein du TGFβ chez la femme et son inhibition est bénéfique. En 
effet, un article a montré, via des antagonistes du récepteur au TGFβ, que ce dernier 
participe à la fibrose dans des tumeurs 4T1, participe à augmenter la pression intra-tumorale 
et induit un défaut de la vascularisation tumorale (Liu et al., 2012). Ces travaux montrent 
qu’inhiber le TGFβ permet donc de réverser ces stress et induit une meilleure perfusion des 
drogues chimiothérapeutique. Dans notre étude, il ne nous a cependant pas été possible 
d’observer l’effet du TGFβ sur la vascularisation tumorale à cause de l’élimination des 
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tumeurs 4T1mTGFβ par l’hôte. Il est donc impossible d’exclure que ce facteur puisse jouer 
un rôle sur l’angiogenèse et la normalisation vasculaire dans notre modèle. 
La TEM est un mécanisme de plus en plus corrélé à l’acquisition d’un phénotype agressif des 
cancers du sein (Bonnomet et al., 2012) et à la résistance aux drogues (Huang et al., 2015). 
Cependant, plusieurs études remettent en question ce modèle et la nécessité de la TEM 
pour la dissémination métastatique (Diepenbruck and Christofori, 2016, Chui, 2013, Fischer 
et al., 2015). Nos modèles montrent que la TEM n’est pas un prérequis pour la dissémination 
métastatique dans la mesure où des conditions normoxiques se sont montrées suffisantes 
pour empêcher la dissémination de cellules agressives. Ce mécanisme n’est donc 
potentiellement pas aussi crucial pour la dissémination métastatique mais semble clairement 
corrélé avec la résistance aux drogues. Par ailleurs, des données précliniques montrent que 
la réponse à l’hypoxie peut activer le processus de TEM et à terme augmenter la résistance 
et l’agressivité de plusieurs types de cancer (Gilkes and Semenza, 2013, Doktorova et al., 
2015). Une hypothèse intéressante serait que, dans les stades de tumorigenèse tardifs ou 
lors d’une exposition prolongée à l’hypoxie, les cellules tumorales mammaires puissent 
s’adapter en devenant indépendantes de l’oxygène et/ou en basculant vers un phénotype plus 
agressif. Une expérience intéressante pour tester cette hypothèse serait de greffer des 
mélanges de cellules 4T1mCD36/mTGFβ et d’examiner si la normalisation de la 
vascularisation induite par un environnement peu anti-antiangiogénique (mCD36) permet 
d’empêcher les cellules mTGFβ d’acquérir un phénotype agressif. 
Jain a été l’un des premier à proposer de normaliser la vascularisation tumorale pour 
diminuer l’agressivité tumorale induite par l’hypoxie, augmenter la perfusion des traitements 
chimiothérapeutiques et augmenter l’efficacité de la radiothérapie (Jain, 2005).  Nous avons 
démontré que l’inhibition de la TSP1 induit une normalisation vasculaire dans les tumeurs 
mammaires 4T1. Cela se traduit par une augmentation de la perfusion sanguine de ces 
tumeurs et une diminution de l’hypoxie. Dans une optique thérapeutique, on s’attend à ce 
que l'inhibition de la TSP1 augmente la perfusion de la chimiothérapie et donc son efficacité. 
In vitro, l’inhibition de la TSP1 ne modifie pas la sensibilité des 4T1 à la doxorubicine. 
Cependant, nous avons démontré que l’effet anti-tumoral de la doxorubicine était 
significativement plus important dans des tumeurs 4T1shT. Ceci a pu être reproduit dans des 
tumeurs 4T1mCD36 (données non montrées). Ces résultats sont très prometteurs et 
ouvrent la voie à un nouveau type de stratégie « anti-antiangiogénique » pour l’amélioration 
des traitements dans les cancers du sein.  
L’inhibition de la TSP1 pour normaliser la vascularisation et augmenter l’efficacité de la 
chimiothérapie s’est montré efficace. Ce travail ouvre de nombreuses perspectives. Une 
première perspective serait d’essayer d’obtenir une vascularisation encore plus normalisée. 
Nous ne savons également pas si la normalisation vasculaire que nous induisons dans nos 
modèles sera induite à très long terme. De manière intéressante, les tumeurs mammaires 
sécrètent un grand nombre de facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF et le FGF2 
(Naumov et al., 2006). Ces facteurs induisent la prolifération endothéliale et empêchent la 
maturation des vaisseaux sanguins tumoraux. De plus, le VEGF induit la perméabilité des 
vaisseaux ce qui contribue à augmenter la pression intra-tumoral et réduit le flux sanguin. 
Ces facteurs contribuent donc dans les cancers à l’augmentation de l’hypoxie et un grand 
nombre de molécules capable de cibler le VEGF existent déjà mais ont été utilisé 
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uniquement dans le but de générer une hypoxie la plus massive possible. Or, aucune étude 
n’a jusqu’à présent essayé d’inhiber à la fois des facteurs pro- et anti-angiogéniques de 
manière contrôlée pour induire une normalisation vasculaire durable et potentiellement 
meilleure qu’en ne ciblant que la TSP1.   
Une autre perspective intéressante découle de l’observation que cibler la TSP1 peut moduler 
la réponse immunitaire tumorale. En effet, inhiber la TSP1 permettrait de lever l’évasion 
immunitaire tumorale induite par son interaction avec le TGFβ. De plus des articles ont 
montré que la TSP1 inhibe l’activation des lymphocytes T via son interaction avec le CD47 
(Miller et al., 2013). Cette possibilité fera l’objet d’une étude plus approfondie, notamment 
via la mutation par genome editing du site d’interaction entre la TSP1 et le CD47 dans la 
lignée 4T1. Cela s’inscrit dans un contexte où les inhibiteurs de checkpoint immunitaires 
montrent des efficacités anti-tumorales significatives dans plusieurs types de cancer (Drake 
et al., 2014). L’inhibition de la TSP1 pourrait potentialiser l’efficacité de ce type de 
traitements. 
Enfin, le cancer est une pathologie complexe, cependant, entre différents types de tumeurs 
certaines caractéristiques sont partagées. Le triangle TSP1/TGFβ/hypoxie est un axe 
important jouant sur l’agressivité d’autres cancers que le cancer du sein. Les futurs travaux 
de l’équipe porteront notamment sur deux types de cancer où la TSP1 a été clairement 
impliqué dans l’agressivité tumorale : le mélanome et le glioblastome. 
En conclusion, mes travaux ont permis de montrer un tout nouveau mode d’action de la 
TSP1 dans la tumorigenèse mammaire. L’hypoxie et le TGFβ induisent l’expression de la 
TSP1 dans ces tumeurs. Exprimée par la tumeur, la TSP1 augmente la TEM et la capacité à 
disséminer des cellules tumorales mammaires agressives, en grande partie via sa capacité à 
induire de l’hypoxie. Nous proposons l’inhibition de la TSP1 comme une nouvelle modalité 
thérapeutique « anti-antiangiogénique » induisant la normalisation de la vascularisation 
tumorale, une augmentation de l’efficacité des drogues, une diminution de l’évasion 
immunitaire tumorale, et surtout une diminution de la dissémination métastatique dont 
l’hypoxie est le promoteur majeur. A l’heure où les thérapies ciblent des mécanismes 
toujours plus précis tels que des mutations d’une kinase, des protéines de fusion, nous 
proposons de cibler un mécanisme plus général l’angiogenèse. L’échec des stratégies anti-
angiogénique n’en est de ce fait pas vraiment un car il a permis de progresser 
considérablement dans notre compréhension de la biologie vasculaire des tumeurs. 
Aujourd’hui nous gardons la même cible, l’angiogenèse, mais nous proposons de ne plus la 
considérer comme l’ennemi à abattre par tous les moyens mais comme un outil 
thérapeutique à développer.  
 
Je finirai en disant que participer à ce travail a été pour moi réellement passionnant car nos 
résultats bousculent les dogmes entourant l’angiogenèse et la TSP1.  Nos données apportent 
un regard neuf sur des questions cruciales en cancérologie. Nous proposons une approche 
thérapeutique encore jamais décrite dans la littérature et voir l’impact qu’aura ce travail et 
ses futures implications cliniques est réellement excitant. J’aime la science telle que je l’ai 
pratiquée dans mon équipe de recherche, c’est-à-dire répondre à des questions qui 
apportent de nouvelles connaissances et surtout qui ont un sens pour les patients. La partie 
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de mon travail que j’ai le plus apprécié est sans aucun doute celle qui a été possible grâce à 
l’utilisation des outils de genome editing qui existaient à peine il y a 5 ans. Cela nous a permis 
de répondre à des questions sur la TSP1 encore impossible il y a quelques années. Enfin, 
c’est pour moi une grande fierté de faire partie de la communauté scientifique que je 
n’espère pas quitter de sitôt. 
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ABSTRACT :  
Tumors secret pro and anti-angiogenic factors leading to the formation of a vascular 
network which fosters tumor growth. Since 2004, inhibitors of angiogenesis were used in 
the treatment of several types of advanced cancers. However, these treatments failed to 
increase patient survival in metastatic breast cancers. Particularly because of the 
development of resistances and a potential risk of increased tumor invasiveness and 
metastasis.   
In this context, I focused my work on the role of endogenous anti-angiogenic factors when 
they are overexpressed by the tumor. Thrombospondin-1 (TSP1), a potent endogenous anti-
angiogenic factor and activator of latent-TGFβ , is repressed in the early steps of 
tumorigenesis, but is strongly expressed and correlated with aggressiveness and decrease in 
survival of late stage breast cancers. I have demonstrated that TSP1 expression is a potent 
driver of metastasis at this stage. Furthermore, both TGFβ  and hypoxia increase TSP1 
expression during tumor progression in a self-amplifying positive-feedback loop. 
To characterize the molecular mechanisms involved in this pro-metastatic role of TSP1 and 
exanimate if a dissociation between the anti-angiogenic and pro-metastatic effects of TSP1 
exists, I used genome editing techniques to generate breast cancer metastatic cell lines 
knock-out for specific functions of TSP1. 
Knocking-down the TGFβ  activating sequence in TSP1 gene inhibited EMT, migration, 
extravasation. Furthermore, this restored the immune response of the host, strongly 
inhibiting tumor growth. However, in immune-compromised mice, these tumors developed 
and metastasized efficiently.  
In sharp contrast, knocking-down TSP1 antiangiogenic activity by mutating its CD36 binding 
site, without impairing ability of tumor cells to migrate and extravasate. Tumors raised from 
those cells were highly vascularized, well perfused, less hypoxic and haven’t led to metastasis 
formation.  
Our results place TSP1-dependent hypoxia as a primal trigger of metastasis and we thus 
propose silencing TSP1 as an "anti-anti-angiogenic" therapeutic modality that inhibits EMT, 
enhances and normalizes the tumor vasculature in the long term, improves the efficacy of 
chemotherapy, and most importantly robustly impairs metastatic dissemination. 
 
  
 AUTEUR : Guillaume Labrousse 
 
TITRE : Implication de la thrombospondine-1 dans l’invasion et la dissémination 
métastatique des cancers du sein. 
 
DIRECTEUR DE THESE : Dr. Florence Cabon 
 
LIEU ET DATE DE SOUTENANCE : Thèse soutenue le 25/10/2016 à l’amphithéâtre 
de l’Institut Universitaire du Cancer de Toulouse - Oncopôle   
 
RESUME en français : 
Depuis 2004, les inhibiteurs de l’angiogenèse sont utilisés dans les traitements de plusieurs 
types de cancers avancés. Ces traitements ont échoué à augmenter la survie dans les cancers 
du sein métastatiques. Notamment à cause de l’apparition de résistances et d’un risque 
potentiel d’augmentation de l’invasivité tumorale et d’échappement métastatique. Dans ce 
contexte, je me suis intéressé au rôle des anti-angiogéniques endogènes lorsqu'ils sont 
surexprimés par la tumeur. La thrombospondine-1 (TSP1), anti-angiogénique endogène 
majeur, corrèle avec l'agressivité et une réduction de la survie dans les stades tardifs de 
cancers du sein. Nos résultats montrent que l'hypoxie induite par la TSP1 est le déclencheur 
critique de la dissémination métastatique. Nous proposons le ciblage de la TSP1 comme 
stratégie thérapeutique « anti-anti-angiogénique » pour inhiber la TEM, normaliser la 
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